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Résumé
Le rémifentanil (RMF) est un analgésique opioïde puissant de la famille des
phénylpipéridines. Sa durée d’action extrêmement courte permet aux anesthésiologistes de
titrer l’effet au cours de 1’ intervention, sans compromettre la récupération des patients. Le
RMF doit ses propriétés évanescentes à la présence d’une fonction ester susceptible d’être
hydrolysée par les estérases tissulaires pour conduire à son métabolite acide, le déméthoxy
RMF. L’analyse pharmacocinétique-pharmacodynamique de molécules arborant un profil
cinétique plus traditionnel admet que les concentrations artérielles décrivent mieux l’effet
pharmacologique. D’un point de vue pharmacocinétique, on préconise de choisir le même
site pour l’administration du médicament et le prélèvement des échantillons sanguins afin
de dériver les paramètres tels que la clairance, le volume central de distribution et le
volume de distribution à l’équilibre. Le but de mon travail de recherche consistait à vérifier
ces présomptions pour un médicament tel que le RMF, soumis à une extraction tissulaire
dans la biophase et dans le compartiment périphérique. Il s’agissait dans un premier temps,
de comparer les concentrations de RMF dérivées, dans le compartiment effet sur la base de
prélèvements artériels, à celles mesurées directement dans le liquide cérébrospinal, à
l’équilibre. Notre deuxième objectif consistait à comparer les concentrations dans le
compartiment périphérique dérivées à partir de concentrations artérielles à celles mesurées
directement dans le liquide intersititel musculaire par une teclmique de microdialyse.
L’impact du site d’échantillonnage artériel ou veineux sur l’estimation des paramètres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques a également été évalué. Ainsi, la première
partie du protocole in vivo incluait une étude pharmacocinétique-pharmacodynamique au
cours de laquelle nous avons mesuré l’activité électroencéphalographique suite à
l’administration de deux courtes perfusions de RMF à des chiens préalablement
anesthésiés. Deux heures après, le RMF a été perfusé une fois de plus pendant une heure et
des prélèvements simultanés ont été effectués à l’équilibre dans la veine et l’artère
fémorales, la veine jugulaire, le liquide interstitiel et le liquide céphalorachidien.
Nos résultats indiquent que le RMF subit une importante extraction dans le muscle (37%)
et le cerveau (34%). Dans les deux cas, les concentrations veineuses fémorales et jugulaires
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permettent une meilleure estimation des concentrations mesurées dans le liquide interstitiel
musculaire et le liquide céphalorachidien. Nos observations révèlent avant tout,
l’importance du site d’échantillonnage, pour dériver les paramètres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques des médicaments hydrolysés en périphérie et/ou dans la biophase. De
plus, les concentrations dans les compartiments périphérique et effet, prédites à partir d’une
analyse compartimentale basée sur des prélèvements artériels, surestiment les
concentrations mesurées dans le liquide interstitiel musculaire et le liquide
céphalorachidien. Ceci illustre clairement les limites de l’approche compartimentale avec
ou sans élimination périphérique.
En appliquant aux concentrations prédites un facteur de correction tenant compte du
pourcentage d’extraction tissulaire, de la liaison aux protéines plasmatiques et du
coefficient de partage cellulaire dans le cas du liquide céphalorachidien, nous avons
démontré qu’il était possible d’estimer exactement les concentrations réelles dans le
compartiment périphérique et dans la biophase. Ceci implique que la concentration efficace
produisant 50% dc l’effet (EC50) devrait être corrigée pour des médicaments soumis à une
élimination dans la biophase. D’autre part, d’un point de vu pharmacocinétique, il s’agit
d’un moyen exact pour estimer les concentrations réelles dans les organes les moins
perfusés, remédiant ainsi à la principale limite de l’approche compartimentale avec
élimination périphérique.
La réalisation de ce protocole a impliqué le développement au préalable, d’une méthode
analytique basée sur la chromatographie liquide couplée à un détecteur ultra-violet pour
doser le RMF et son métabolite dans du plasma de chien. En effet, la nature de la matrice
d’analyse est primordiale dans la relation pharmacocinétique-pharmacodynamique
puisqu’on considère que seule la fraction libre plasmatique diffuse vers la biophase. Or, les
méthodes analytiques décrites jusqu’à présent dans la littérature impliquent une matrice
sanguine et ne permettent pas le dosage simultané du métabolite. De plus, nous avons
exploité un nouveau paramètre en mesurant la puissance de l’activité cérébrale dans la
bande de fréquence des ondes thêta pour mesurer la pharmacodynamie de l’opioïde à partir
d’un électroencéphalogramme. Enfin, la microdialyse a été utilisée pour échantillonner le
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Vliquide interstitiel dans le muscle gracilis et gastrocnemius pendant l’administration du
RMF chez l’animal. Compte tenu de l’hydrolyse du RMF dans le tissu musculaire, une
nouvelle méthode pour la calibration des sondes de microdialyse in vivo a été proposée.
Mots-clés: rémifentanit, microdialyse, électroencéphalogramme, phannacocinétique,
pharmacodynamie, extraction tissulaire
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Abstract
Remifentanil (RMF) is a strong opioid analgesic which belongs to the phenylpiperidine
class. It exhibits an ultra short duration of action that enables anesthesiologists to titrate the
effect during the surgical procedure without compromising the patient’s recovery. Its short
effect cornes from rapid cleavage of its ester bond by tissue esterases, generating the acid
metabolite demethoxy-RMF. Pharmacokinetic-pharmacodynarnic analysis of drugs
displaying a traditional pharmacokinetic profile often states that the pharmacological effect
is driven by arterial concentrations. Moreover, from a pharmacokinetic standpoint, drug
administration and sampling site should be the sarne for an accurate estimation of
clearance, central and steady state volumes of distribution. 11e objective of this thesis was
to verify these assumptions for a drug like RMF undergoing tissue extraction in the
biophase and the peripheral compartment. The effect compartment concentrations of the
opioid derived from arterial sampling were compared to measured cerebrospinal fluid
concentration under steady state conditions. Furthermore, RMF peripheral compartment
concentrations derived on the basis of arterial sampling were compared to muscle
interstitial fluid concentrations using microdialysis. The importance of sampling site for the
determination of pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters was also assessed.
The in vivo experiment was initiated with a pharmacokinetic-pharmacodynamic study
involving measurement of electroencephalogram in anesthetized dogs after two short
infusions of RMF. Two hours later, the dogs received a one-hour infusion of RMF. At
steady state, samples were withdrawn simultaneously from femoral vein and artery, jugular
vein, muscular interstitial fluids and cerebrospinal fluid.
Our resuits indicate that RMF undergoes significant extraction from muscle (37%) and
brain (34%). For both organs, the venous femoral and jugular concentrations approximated
those found in the muscle interstitial fluid and cerebrospinal fluid. This reveals the
importance of sampling site for the estimation of pharmacokinetic and pharmacodynamic
parameters of drugs undergoing peripheral or biophase elimination. It was also found that
the peripheral and effect compartment concentrations predicted from the compartmental
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analysis overestimated those measured in the muscle interstitial fluid and CSF. These
findings highuiglit the limitations of the compartmental approach with or without peripheral
elimination.
We were able to estimate the real concentrations in the peripheral and biophase
compartment by applying a correction factor to the predicted concentration that took into
account tissue extraction, plasma protein binding and ccli partition coefficient for the CSF.
This implies that the EC50 value should be properly corrected for drugs extracted in the
biophase such as RMF. In addition, the proposed correction factor allows an accurate
estimation of peripheral compartment concentrations in compartmental modeling and
bypasses the major limit of this approach when peripheral elimination occurs.
In order to achieve the in vivo part of this work, an HPLC-based assay coupled to
ultra-violet spectrometry detection was set up to quantify simultaneously RMF and its
major metabolite in dog plasma. Indeed, in pharmacokinetic-pharmacodynamic analysis
only plasma concentrations are considered to reach the receptors. Ail the analytical
methods proposcd in the literature were based on whole blood and did not allow the
simultaneous determination of both RMF and its metabolite concentrations. Moreover, we
used a new pharmacodynamic parameter, based on the absolute theta power to measure
RMF-induced brain activity in pentobarbital-anesthetized dogs. For peripheral sampling, a
microdialysis procedure was developed to monitor RMF and demethoxy-RMF in the
interstitial fluid of gracilis and gastonecmius muscles. A new method for in vivo probe
calibration was introduced to take into account RMF hydrolysis occurring in the muscle.
Keywords: rernjfentanil, microdiatysis, electroencephalogram, phannacokinetics,
pharmacodynamics, tissue extraction
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Avant-propos
Le travail de recherche qui fait l’objet de cette thèse s’inscrit dans le cadre d’un vaste projet
visant à étudier l’impact de l’élimination périphérique sur l’équilibre de distribution de
médicaments nouvellement apparus en anesthésie. En effet, on assiste de plus en plus à
l’émergence de molécules dont la durée et l’installation d’action sont extrêmement courtes
afin de favoriser la récupération rapide des patients sous anesthésie générale. Citons en
exemple le mivacurium et le rémifentanil (RMf). D’un point de vue métabolique, ces
drogues ont la particularité de subir une hydrolyse enzymatique etlou chimique se
produisant aussi bien dans le compartiment central qu’en périphérie dans les organes moins
perfusés. Il en résulte un gradient artério-veineux qui indique un changement des
concentrations tissulaires. Par conséquent, les modèles pharmacocinétiques (PK)
traditionnels qui assument une élimination exclusive à partir du compartiment central ne
sont plus adaptés pour décrire adéquatement le devenir de ces médicaments dansC l’organisme et l’évaluation de certains paramètres tels que le volume de distribution à
l’équilibre (Vd), la clairance intercompartimentale (Cl) et le temps de résidence moyen
(TRM) sont biaisés. Les modèles tenant compte de l’élimination périphérique, permettent
de corriger ces valeurs. Cependant, des travaux antérieurs ont révélé que la prédiction des
concentrations périphériques du médicament demeure inchangée quelle que soit la valeur
attribuée à la constante d’élimination périphérique k20 . Cet aspect constitue la principale
faiblesse de ces modèles.
Le RMF est un opioïde dont la durée d’action extrêmement courte permet aux
anesthésiologistes de titrer l’effet analgésique au cours de l’intervention sans craindre de
prolonger la récupération des patients. Il subit une hydrolyse par les estérases tissulaires
essentiellement au niveau du muscle, de l’intestin et du cerveau, bien que ce dernier ne
contribue que faiblement à la clairance totale (Cl). L’extraction tissulaire par le foie et le
rein est minime et leur clairance représente moins de 2% de la clairance systémique.
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L’hydrolyse génère le métabolite acide nommé déméthoxy-RMF qui ne possède aucune
action pharmacologique. Il existe également une voie métabolique mineure impliquant la
N-déalkylation de la molécule mère.
Ce travail de recherche vise à étudier l’équilibre de distribution des médicaments soumis à
une élimination périphérique et à en évaluer l’impact, tant au niveau pliarmacocïnétique
que pharmacodynamique (PD), en utilisant le RMf comme molécule modèle. La
présentation de cette thèse débute par une revue de littérature qui introduit le RMF, les
principales méthodologies employées, ainsi que les différentes approches de modélisation
pharmacocinétique et pharmacodynamique. Une seconde partie comprend les trois
manuscrits issus des travaux de recherche. Enfin, une discussion des principaux résultats
scientifiques s’articulera autour de trois thèmes principaux, le métabolisme et la stabilité du
RMF in vitro, la mise au point méthodologique, ainsi que l’impact de l’extraction tissulaire
sur l’estimation des paramètres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du RMF.
C
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oCHAPITRE 1
REVUE DE LITTÉRATURE
2C 1. Introduction
1.1 Historique des opioides dans la pratique anesthésique
L’opium est l’un des agents pharmacologiques le plus anciennement connu pour ses
effets psychologiques et son action anti-diarrhéique. En effet, 4000 ans avant notre ère, les
Sumériens connaissaient déjà les effets psychologiques du jus desséché de certains pavots
et au troisième siècle avant J.-C., l’historien grec, Théophraste, en parle dans ses ouvrages
(opium en grec signifie jus). La médecine arabe de la fin du premier millénaire reconnut
l’action anti-diarrhéique de l’opium et l’on attribue au médecin bâlois, Paracelse, son
introduction dans la pharmacopée occidentale au début du XVIe siècle. Il fallut attendre le
développement de la chimie analytique, au XIXe siècle, pour que le jeune apprenti
pharmacien allemand, SerttÎmer, parvienne à isoler à partir de l’opium une substance
cristalline qu’il appela morphine, du grec Mopquç, Dieu du sommeil. C’est ainsi qu’en
1806, la morphine fut le premier alcaloïde isolé à l’état pur. Aujourd’hui, on connaît plus de
vingt alcaloïdes extraits de l’opium. À cette époque, la morphine était fréquemment injectée
par voie intramusculaire comme prémédication, également comme complément des
anesthésies à l’éther ou au chloroforme ou en analgésie postopératoire. Vers la fin du XIXC
siècle, de fortes doses de morphine (1 à 2 mg/kg) associée à la scopolamine furent
administrées comme anesthésique unique 2 Mais cette technique tomba rapidement en
désuétude du fait de l’augmentation de la morbidité et de la mortalité opératoire . Dans les
30 à 40 années qui suivirent, les anesthésiologistes firent rarement appel en peropératoire
aux morphiniques. En 1939, Eisleb et Schaumann obtinrent un dérivé de la
phénylpipéridine, la péthidine, dix fois moins puissante que la morphine. Depuis, le
développement de dérivés morphiniques semi-synthétiques et synthétiques dépourvus
d’effets secondaires, d’une part, et la popularisation du concept de l’anesthésie balancée “,
d’autre part, ont entraîné un regain d’intérêt pour les morphiniques. L’anesthésie balancée
repose sur le fait que chaque composé administré est employé pour un rôle spécifique, tel
que l’analgésie, la perte de conscience et l’amnésie, le relâchement musculaire et l’abolition
des réflexes autonomes. Cette approche assure une moindre dépression du système cardio
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3vasculaire ainsi qu’une reprise plus rapide de la conscience après l’anesthésie. Des
modifications de la péthidine ont par la suite, mené à la synthèse du fentanyl, un
analgésique puissant, utilisé comme élément de l’anesthésie balancée , en complément
d’un anesthésique volatil 6 et également comme anesthésique principal ou unique .
Malheureusement, de fortes doses de fentanyl entraînent une importante dépression
respiratoire ce qui en limite l’indication aux patients bien portants lors d’interventions de
routine. Son succès clinique encouragea néanmoins les chimistes et les pharmacologues à
développer de nouveaux analogues offrant des avantages importants. Ainsi, le sufentanil, 5
à 10 fois plus puissant et l’alfentanil, caractérisé par une durée d’action encore plus courte,
ont été introduits dans la pratique clinique.
1.2 Quel était l’intérêt de développer un nouvel opioide?
Aujourd’hui, les opioïdes font partie intégrante de l’arsenal thérapeutique des
anesthésiologistes. Lors des anesthésies balancées, ils permettent de réduire les doses
d’anesthésiques (inhalés ou injectés par voie iv), procurent une stabilité cardiovasculaire,
atténuent les stimulations du système sympathique lors des interventions chirurgicales et
assurent une analgésie postopératoire. Cependant, la toxicité de ces molécules compromet
leur utilisation aux doses analgésiques optimales. De plus, leur variabilité
pharmacocinétique et pharmacodynamique permet difficilement aux cliniciens d’estimer la
dose efficace tolérée. En effet, le fentanyl et ses analogues sont rapidement distribués dans
l’organisme où ils subissent une biotransformation hépatique plus lente. Les deux processus
influencent la clairance de ces molécules, mais leur contribution relative dépend de la dose,
du mode cl’ administration (perfusion continue ou bolus intermittents) et de la durée de la
perfusion. Par conséquent, le volume de distribution et le temps de demi-vie d’élimination
du fentanyl et de ses dérivés, déterminés après un bolus, ne permettent pas aux cliniciens de
prédire le temps de récupération à la suite de bolus ou de perfusions multiples. Enfin, les
variations interindividuelles de facteurs tels que le volume de distribution, la clairance
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4métabolique et la sensibilité aux opioïdes rendent l’ajustement posologique de ces agents
difficilement prévisible pour fournir à la fois une analgésie adéquate durant l’opération et
un temps de récupération acceptable. Ainsi, d’un point de vue pharmacodynamique, il
s’agissait d’augmenter la puissance des nouveaux opioïdes, tout en réduisant ou en limitant
les effets secondaires. Alors que d’un point de vue pharmacocinétique, on recherchait des
effets pharmacologiques prévisibles et titrables au cours de la chirurgie. Le RMF est le
dernier-né des opioïdes synthétiques, résultant de ce double défi. Aujourd’hui, nous ne
sommes qu’au début de la compréhension de la pharmacocinétique et de la
pharmacodynamie de ces nouvelles molécules d’action ultracourte. De plus, parmi les
progrès les plus récents en anesthésie, il faut noter l’avènement des systèmes informatisés
reliés aux pompes d’infusion pour contrôler l’administration des médicaments. Il semble
dès lors fondamental que des études pharmacocinétiques-pharmacodynamiques (PK-PD)
approfondies soient menées en vue d’optimiser l’administration des nouvelles drogues chez
chaque patient et d’exploiter entièrement leur potentiel en pratique clinique. Mon travail de
recherche s’inscrit dans cet objectif et pour le mettre en perspective, nous introduirons dans
C un premier temps, les propriétés physico-chimiques et pharmacologiques du RMf. Un
deuxième volet décrira les méthodologies auxquelles nous avons eu recours, incluant la
microdialyse pour estimer la distribution tissulaire et l’électroencéphalographie pour
mesurer l’activité opioïde. En effet, bien que le RMF soit avant tout un analgésique, le
choix du EEG comme paramètre pharmacodynamique s’est imposé en raison des
conditions expérimentales (animal anesthésié). Enfin, le dernier chapitre traitera de la
modélisation mathématique des profils pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.
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2.1. Propriétés physfcochimfques et relation structure-activité
Le RMF est le sel du méthyl ester 3-[4-méthoxycarbonyl-4-[(1-oxopropyl)
phénylaminoj-1-pipéridinej acide propanoïque. Le chlorure du RMF a une masse
moléculaire de 412.9 glmol. 11 appartient à la famille des 4-anilidopipéridines comprenant
le fentanyl, l’alfentanil et le sufentanil. Les structures de ces molécules et leurs propriétés
physico-chimiques sont représentées dans la figure et le tableau 1. Le défi des chercheurs
était de développer un opioïde à la fois puissant et de courte durée d’action. Leur stratégie
consista à remplacer le groupement aryl sur le squelette 4-anilido-pipéridine par un
groupement lipophule conservant une bonne affinité pour le récepteur .t, mais dont
l’hydrolyse enzymatique conduirait à un groupement plus polaire sans aucune activité
agoniste. C’est ainsi que l’incorporation d’un ester méthylique à la fonction N-acyl est la
structure de base conférant au RMF ses caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques uniques.
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Figure 1. Structures chimiques dit fentanyl, du sufentanil, de Ï’alfentanil et du rémifentczniÏ
C2H5
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Tableau 1. Comparaison des propriétés physico-chimiques du fentanyl et de ses dérivés
Opioïdes Kp octanolleau pKa fraction non ionisée dans le fraction libre dans leplasma % plasma %
Fentanyl $13 8.4 9 16
Sufentanil 177$ 8.0 20 $
Alfentanil 129 6.5 $9 8
Rémifentanil 1$ 7.1 67 $
2.2. Site d’action: récepteurs opioïdes
2.2.1. Rappel sur la physiologie de la douleur
2.2.1.1. Stimulus nociceptif
Les récepteurs périphériques du message nociceptif et le premier
neurone sont représentés par les terminaisons libres des fibres sensitives A à conduction
rapide et des fibres C à conduction lente. En plus d’une stimulation directe, celles-ci sont
activées par les médiateurs chimiques de la réaction inflammatoire (bradykinine,
sérotonine, histamine, ions potassium et hydrogène). La substance P est un peptide de I
acides aminés qui participe à la vasodilatation. Elle est libérée en périphérie par l’influx
nerveux qui se propage non seulement vers la moelle épinière mais aussi de façon
antidromique, vers les autres terminaisons libres de la même fibre. Il en résulte une
dégranulation des mastocytes libérant de l’histamine (Fig. 2).
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figure 2. Réponses pérzphériques à un stimulus nocïceptf’°
2.2.1.2. Neuromédiateurs de la corne dorsale
Acides aminés excitateurs
La corne postérieure de la moelle épinière est riche en récepteurs du
glutamate particulièrement dans les couches superficielles. Il existe deux familles
principales: les récepteurs ionotropiques et les récepteurs métabotropiques.
Les récepteurs ionotropiques, couplés à un canal ionique, Sont
subdivisés selon leurs ligands:
• N-méthyl-D-aspartate (NMDA; Mg2,Ca2)
• alpha-amino-3-hydroxy-5 -méthyl-4-isoxalone propionate (AMPA)
• kaïnate et au 2-amino-4-phosphonobutyrate (AP4)
Les récepteurs ‘métabotropiques’ sont liés à une protéine G couplée
à l’adénylate cyclase.
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Le plus étudié est la substance P, essentiellement concentrée dans les
couches les plus superficielles (I et II) de la corne postérieure où se terminent les fibres
afférentes nociceptives. Elle se comporte comme un neuromédiateur excitateur au niveau
des terminaisons des fibres afférentes fines.
Le CGRP (Calcitonin gene-related peptide) dérive du même gène
que celui de la calcitonine. Sa libération lors de stimulations nociceptives potentialise les
effets excitateurs de la substance P.
De nombreux autres peptides sont libérés lors de stimulations
nociceptives (somatostatine, cholécystokinine, neuropeptide FF, neurokinine A,
neurotensine, peptide intestinal vasoactif, arginine-vasopressine, ocytocine, peptide libérant
de la gastrine, galanine, angiotensine II, hormone corticotrope, dynorphine, enképhalines).
C
_____
Opioïdes endogènes
Les f3-endorphines (t), l’endomorphine-1 et l’endomorphine-2, les
enképhalines (6), les dynorphines (K) et l’orphanine FQ / nociceptine (ORL1) agissent sur
des récepteurs opioïdes très représentés dans certaines zones du cerveau, mais également au
niveau de la corne dorsale.
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2.2.1.3. Voies ascendantes de la douleur
Voie ascendante spinale
Empruntant les nerfs périphériques sensitifs, la majeure partie des
fibres afférentes primaires gagne la moelle épinière par les racines rachidiennes
postérieures. Elles se répartissent sur plusieurs segments dans la substance blanche dorso
latérale pour se terminer dans les couches I à V de la corne dorsale. Les fibres
périphériques font synapse avec les motoneurones constituant ainsi un arc réflexe.
Voie ascendante supraspinale (fig. 3)
Les fibres nociceptives croisent la ligne médiane au niveau des
commissures grises et rejoignent le quadrant antéro-latéral controlatéral pour former les
faisceaux spinoréticulaires et spinothalamiques. Ceux-ci se projettent principalement vers 3
sites:
• la formation réticulée
• le mésencéphale
• le thalamus latéral
Au niveau supraspinal, les voies thalamo-corticales ont deux
destinations principales
• Un contingent latéral vers le cortex somatosensoriel primaire (Sl) et secondaire
(S2)
• un contingent médian vers les cortex cingulaire antérieur, insulaire et frontal,
correspondant à la composante affective de la sensation douloureuse.
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2.2.1.4. Contrôle de la douleur
Contrôles sernentaires: corne postérieure de la moelle épinière
Plusieurs hypothèses ont été proposées au sujet du réseau de
neurones intramédullaires responsable du contrôle inhibiteur de la douleur. La plus simple
stipule que les afférences AŒ et Af3 de la sensibilité générale se terminent sur des
interneurones inhibiteurs qui, ainsi excités, inhibent l’activité des neurones convergents et
par conséquent s’opposent à la transmission des messages douloureux (Fig. 4).
figure 4. Contrôles segmentaires de la douleur 10
o
G
Voie lemniscale Voie spino-thalamique
4-—i Interneurone inhibiteur
G— Neurone convergent Moelle épinière
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(N. Contrôles médullaires d’origine supraspinale (Fig. 5)
Expérimentalement chez l’animal, la stimulation électrique du tronc
cérébral (principalement la substance grise périaqueducale -$GPA- et le noyau raphé
magnus -NRM-) induit une puissante analgésie. Le noyau raphé magnus projette
massivement sur la corne dorsale en empruntant le funiculus dorsolatéral de la moelle.
L’aire parabrachiale, le locus cenileus et l’hypothalamus envoient aussi des projections
descendantes vers la moelle. La sérotonine et la noradrénaline sont les principaux
neurotransmetteurs de ces voies.
L’intervention de neurones ayant pour neurotransmetteur un opioïde
endogène (telle que les enképhalines, la f3-endorphine et la dynorphine) a également été
mise en évidence.
D’un point de vue anatomique, les projections spinales directes à
partir de la substance grise périaqueducale sont rares et l’on admet que cette région exerce
principalement son action par l’intermédiaire du noyau raphé.
Contrôles inhibiteurs déclenchés par des stimulations nociceptives
(CIDN)
Il a été démontré que les neurones à convergence de la corne dorsale
peuvent être inhibés lorsqu’un stimulus nociceptif est appliqué en dehors de leur champ
récepteur périphérique. Ce phénomène est désigné par le terme “contrôles inhibiteurs diffus
induits par stimulation nociceptive” ou CIDN. Les noyaux du raphé feraient partie de la
boucle de rétroaction négative mise en jeu par des stimulations nociceptives intenses. Ils
entraîneraient en retour l’inhibition de la transmission des messages nociceptifs au niveau
médullaire. La puissance dc l’inhibition observée est directement liée à l’intensité des
stimuli nociceptifs diffus.
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Les voies ascendantes et descendantes du contrôle de la douleur sont résumées à la figure 6.
Figure 6. Schéma général du contrôle inhibiteur médullaire et supra,néduÏÏaire de la
douteur 12 Note: Les i’oies enképhcttinergiques seromtt discutées plus spéctfiquemnent aux
paragraphes 2.2.3 et 2.2.4.
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2.2.2. Activité ht vitro du RMf
Les propriétés agonistes du RMF pour les récepteurs opioïdes furent d’abord
démontrées in vitro 13 Le RMF est capable d’inhiber les contractions de l’iléon du cobaye
et du canal déférent de la souris et du rat, induites par une stimulation électrique 13 Ces
trois tissus isolés sont communément utilisés comme modèle pour démontrer l’activité
opioïde. Ces études révèlent également la forte affinité du RMF pour le récepteur opioïde
ji, prépondérant dans l’analgésie et la dépression respiratoire 13 Trois principaux types de
récepteurs opioïdes sont aujourd’hui identifiés, les récepteurs ji, ic, et (Fig. 7), dont
l’activation déterminent les actions particulières de chaque opioïde. Ainsi, l’activation du
récepteur p. est principalement responsable de l’analgésie supraspinale, la dépression
respiratoire, l’euphorie et du phénomène de dépendance. L’activation du récepteur ic
entraîne la sédation, l’analgésie spinale et le myosis. Enfin, l’activation du récepteur est
associée à l’analgésie spinale et supraspinale et à la libération de l’hormone de croissance.
Les trois types de récepteurs sont couplés aux protéines G (essentiellement Gi/Go) qui
inhibent l’adénylate cyclase conduisant à une diminution de la transmission synaptique (cf.
2.2.6).
Figure 7. Homologie des récepteurs opiodes p, 6et
E! Université de Montréa]
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2.2.3. Mécanisme d’action central des opioïdes
D’un point de vue anatomique les récepteurs morphiniques sont situés dans
de nombreuses parties du SNC, comprenant le cortex cérébral, le cortex limbique,
l’hypothalamus, le thalamus médian, le tronc cérébral (substance grise périaqueducale), la
zone extrapyramidale, la substance gélatineuse et les neurones sympathiques
préganglionnaires.
Le système limbique du cerveau antérieur (cortex cingulaire antérieur,
certaines régions corticales frontales, l’hypothalamus et le noyau central de l’amygdale)
projette au niveau de la substance grise périaqueducale du mésencéphale. Les effets
opioïdes au niveau de la substance grise périaqueducale influencent, par le biais de
connexions neuronales directes, la région rostro-ventro-médiale (RVM) du bulbe et
exercent un contrôle qui peut à la fois inhiber ou faciliter la transmission nociceptive. À son
tour la RVM module la transmission nociceptive des neurones de la corne dorsale de la
moelle. Les neurones de la région RVM sont au moins de deux types: les cellules «on» et
les cellules «off». Les morphiniques inhibent l’activité des cellules «Ofl» qui bloquent
normalement les cellules «off» par le biais d’une transmission d’intemcurones
GABAAergiques. Les cellules «off» deviennent alors actives et inhibent à leur tour la
transmission nociceptive (fig. 8). En revanche, les agonistes des récepteurs opioïdes K et
ORL1 (« opioid receptor-like ») qui agissent dans la région RVM du bulbe peuvent réduire
l’analgésie en inhibant les cellules «off» ou encore bloquer l’hyperalgésie en inhibant les
cellules «on». L’action de ces agonistes contrecarre l’état du circuit selon que celui-ci se
trouve en mode analgésique ou hyperalgésique, s’opposant par le fait même à l’action des
morphiniques. L’état analgésique résulterait donc d’un subtil équilibre entre système
antinociceptif et pronociceptif. Des évidences de plus en plus marquantes laissent croire
que l’état «on» ou « off» du circuit serait conditionné par des états motivatioimels
d’aversion ou d’appétence 14
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2.2.4. Mécanisme d’action spinal des opioïdes
Outre l’inhibition descendante, les morphiniques agissent au niveau des synapses nerveuses
soit au niveau présynaptique (comme neuromodulateurs) ou postsynaptique (comme
neurotransmetteurs) (fig. 9). La substance gélatineuse de la moelle possède une forte
densité de récepteurs opioïdes. La libération présynaptique de substance P au niveau des
neurones sensitifs primaires de la moelle épinière est inhibée par les agonistes .t, et K et
se révèle l’un des mécanismes de l’analgésie morphinique au niveau du névraxe 15 Les
morphiniques inhibent l’excitation de la corne dorsale en réponse à des stimulations
douloureuses aigus véhiculées par les fibres A ainsi que la sommation des potentiels
postsynaptiques excitateurs transmis par les fibres C (mécanisme postsynaptique, douleur
sourde et persistante).
Afférence primaire
-
-
Récepteurs t, 6 et K entraînent
Teminaison ) , Ca
présynaptique I÷ liberation de neurotransmetteurs
Terminaison rRécepteurs ji, entraînent:
postsynaptique t K
Lt potentiels postsynaptiques
inhibiteurs
o
Neurone Opioïde
inhibiteur de la
douleur
1$
Récenteur u
Intemeurone
figure 8. Mécanisme d ‘action central des opioïdes
Neurone spinal responsable
de la transmission de la
douleur
figure 9. Mécanisme d ‘action spinal des opioïdes
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2.2.5. Mécanisme d’action périphérique des opioïdes
Les morphiniques peuvent aussi produire une certaine analgésie par le biais
de mécanismes périphériques 16 Ils inhibent les décharges électriques des nocicepteurs en
périphérie. Des facteurs modifiant leur efficacité, comme l’inflammation, sont
potentiellement indispensables pour le succès de telles approches thérapeutiques
16
2.2.6. Mécanisme cellulaire 17
La fixation des morphiniques aux récepteurs i entraîne l’inhibition de
l’adénylate cyclase par l’intermédiaire de la protéine G. La diminution de J’adénosine
monophosphate cyclique intracellulaire augmente la conductance potassique et inhibe
l’ouverture des canaux calciques. Il en résulte une hyperpolarisation de la membrane
neuronale et une diminution de la transmission synaptique.
Les voies enképhalinergiques sont représentées à la figure 10.
Figure 10. Sites d’action des opiozdes
Université de Montréal
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C’ 2.3. Méthodes ana]ytiques
Plusieurs méthodes analytiques ont été développées pour doser le RMF et/ou son
métabolite. Ces méthodes sont basées sur des extractions liquides du principe actif à partir
du sang entier. Les échantillons sont immédiatement stabilisés en acidifiant ou en
précipitant les protéines du sang avec de l’acétonitrile 19 pour inhiber l’activité estérasique.
Une seule méthode publiée emploie une extraction sur phase solide mais elle ne permet pas
d’obtenir simultanément le RMF et son métabolite 20 L’identification des extraits se fait
par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 19,21, la
chromatographie en phase liquide 18,22 ainsi que la spectrométrie de masse en tandem 23 La
sensibilité des méthodes chromatographiques en phase liquide couplées à un détecteur
ultra-violet est comprise entre 10 et 60135 ng/mL chez le chien 18 1 et 200 ng/mL chez
l’Homme 18 et 2.5 et 250 ng/mL chez le rat 22 Les méthodes en spectrométrie de masse,
sont quant à elles beaucoup plus sensibles pour doser le RMF (limite de quantification
inférieure 0.1 nglmL) 19,21,23 et son métabolite (limite de quantification inférieure 1 ng/mL)
21 Une méthode analytique basée sur une procédure d’extraction sur phase solide et sur la
C chromatographie en phase liquide couplée à un détecteur UV a été développée dans le cadre
de ce projet afin de doser simultanément le RMF et son métabolite dans une matrice
plasmatique chez le chien 24
2.4. Pharmacodynamie
2.4.1. Puissance, installation et récupération de l’effet
Tous les agonistes des récepteurs t possèdent des effets pharmacologiques
similaires. Par conséquent, décrire leur pharmacodynamie revient souvent à déterminer leur
puissance relative. Les modèles expérimentaux de douleur chez l’animal sont basés sur
l’observation du comportement et utilisent des stimuli de forte intensité de nature
thermique, mécanique ou chimique 25 Les tests évaluent la douleur aigu (stimulation
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thermique de la queue ou pression exercée sur la patte), tonique (injection de formaline ou
de formaldéhyde intradermal) et chronique (injection de l’adjuvant de freund ou de la
capsaïcine). Il existe également des modèles expérimentaux pour évaluer les douleurs
neuropathiques centrales et périphériques comme Ï’allodynie tactile et l’hyperalgésie
thermique (lésion du nerf périphérique sciatique ou de la moelle épinière, injection de
vincristine). Chez l’Homme, les modèles développés pour évaluer la douleur aigu 26,
tonique 27 inflammatoire 2$ et neuropathique 29 reposent sur des stimulations de la même
nature (immersion glace-eau, lésion causée par le froid, rayons UV-B ou encore
administration d’agents chimiques tels que la capsaïcine). Idéalement, la puissance d’un
opioïde devrait être évaluée selon ses propriétés analgésiques. Cependant, la notion de
douleur étant subjective, on utilise des paramètres cliniques indirects, comme la capacité
d’induire la perte de conscience 30, de prévenir les mouvements à l’incision de la peau 31, de
réduire la concentration alvéolaire minimale d’anesthésiques volatils 32 ou de provoquer un
certain degré de dépression respiratoire Une méthode statistique de régression logistique
permet de définir les concentrations plasmatiques ou sanguines produisant 50% de l’effet
maximal. Même si ces dernières varient selon le paramètre pharmacodynamique mesuré, la
puissance relative des opioïdes n’est pas affectée.
Le degré d’analgésie produit par le RMf et l’alfentanil dépend de la dose
administrée Les études de pharmacodynamie chez l’Homme, basées sur un modèle
expérimental pour évaluer la douleur ou sur l’induction de la perte de conscience
(incapacité de répondre à trois commandes) 30 démontrent que le RMF est 19 à 30 fois plus
puissant que l’alfentanil. Les concentrations dans le sang total produisant 50% de l’effet
maximal selon ces deux types de monitorage de l’effet, sont décrites dans le tableau 2.
Après un bolus, la durée de l’effet analgésique des deux opioïdes est identique bien que le
temps de demi-vie de l’alfentanil soit beaucoup plus long À la fin d’une perfusion de
RMF, la récupération de la fonction respiratoire s’effectue spontanément après 5 à 15 min
indépendamment de la dose reçue, du fait qu’il ne s’accumule pas, alors que la dépression
Université de Montréal
22
induite par l’alfentanil se dissipe beaucoup plus lentement (30 à 60 mm) à des doses
équiefficaces 31,33_35
La CAM représente la concentration alvéolaire minimale d’agents
anesthésiques volatils nécessaire pour prévenir le mouvement à l’incision de la peau chez
50% des patients 36 Les opioïdes réduisent la CAM de nombreux anesthésiques volatils, ce
qui permet d’estimer leur puissance relative 37,38• Les études évaluant les concentrations
plasmatiques du fentanyl de l’alfentanil et du sufentanil 38 capables de réduire la
CAM de l’isoflurane de 50%, démontrent que le RMf (concentration dans le sang complet)
32
est aussi puissant que le fentanyl, 20 fois plus puissant que l’alfentanil et 10 fois moins
puissant que le sufentanil (Tableau 2). Néanmoins, même à de fortes doses, il ne réduit pas
la CAM de 100%. Comme les autres opioïdes, le RMF ne peut être employé qu’à titre
additif conjointement à un agent anesthésique 37,38 Des résultats semblables ont été obtenus
chez le chien, en comparant les concentrations plasmatiques et sanguines minimales
produisant une réduction de 50% de la CAM de Uenflurane (Tableau 2).
Tableau 2. Puissance relative des dérivés du fentanyl évaluée selon
des paramètres cliniques
Concentrations plasmatiques ou sanguines produisant 50%
Mesure PD de l’effet maximal
iWL
RIVW Alfentanil Fentanyl Sufentanil
. 33 ModèleVolontaires
. 4 - - -
experimental
• 30 Perte deVolontaires
. 54 1012 - -
conscience
Patients CAM 1.4** 32 29 0517*37,39 0.14*38isoflurane
Chiens l03”° 26l3**41 97*42
CAM
enflurane
*Concentration plasmatique produisant 50% de l’effet maximal observé
**Concentration dans le sang entier produisant 50% de l’effet maximal observé
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(_ Des études PK-PD basées sur le calcul du rebord spectral ont permis de
déterminer la puissance absolue du fentanyl et de ses dérivés chez des volontaires sains
‘‘ Le rebord spectral 95%, représente la fréquence en dessous de laquelle se trouve 95%
de la puissance de l’activité cérébrale totale (cf. 4.3.2). Ainsi, en comparant la
concentration dans le compartiment effet produisant 50% de l’effet maximal (EC50), le
RMF apparaît 20 fois plus puissant que l’alfentanil, tandis que le fentanyl et le sufentanil
sont respectivement 2 et 30 fois plus puissants que le RMF (Tableau 3). Chez des chiens
anesthésiés des mesures électroencéphalographique de l’activité dans les bandes de
fréquence delta et du rebord spectral après une courte perfusion d’ opioïde démontrent que
le RMF est environ 8 fois plus puissant que l’alfentanil 20 (Tableau 3).
Outre la EC50, le demi-temps d’équilibre (t112 ke0) est également un
paramètre PK-PD utile lorsqu’on simule un compartiment effet pour caractériser le délai
entre les concentrations dans le compartiment central et celles dans la biophase. Des études
chez les volontaires sains démontrent que la réduction du rebord spectral s’installe aussi
rapidement après l’administration du RMF, de l’alfentanil ou du sufentanil (Tableau 3)
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Ç Il est nécessaire de noter que les études mentionnées ci-dessus comparent la
puissance du RMF et de l’alfentanil à partir d’une analyse dans le sang complet.
Cependant, tous les autres opioïdes sont traditionnellement dosés dans le plasma Par
conséquent, une correction tenant compte du coefficient de partage globules rouges I
plasma et de la valeur de l’hématocrite est nécessaire afin d’extrapoler leur puissance à des
concentrations sanguines. Ainsi, VanderMeer et ses collaborateurs comparent chez le chien
la concentration de RMF dans le sang complet réduisant la CAM de l’enflurane de 50% à
celle du fentanyl obtenue lors de précédentes études 40• Il apparaît alors que le fentanyl est
deux fois plus puissant que le RMF. Peu d’études tiennent compte de la différence de
matrice pour comparer la puissance des opioïdes. Ces observations renforcent l’intérêt de
développer une méthode analytique pour doser le RMF dans le plasma tel que mentionné
au chapitre 2.3.
La puissance du principal métabolite, le RMF acide, représente environ
1/4600 fois celle du RMF 20 Du fait qu’il s’élimine essentiellement par voie urinaire,
l’effet opioïde du RMF acide n’acquérrait de l’importance que lors d’une perfusion
prolongée chez des patients anéphriques 20
2.4.2. Effets cardio-vasculaires et respiratoires
Les effets hémodynamiques du RMF sont similaires à ceux des autres
dérivés du fentanyl. Chez le chien, le RMF produit une diminution de la pression artérielle,
de la fréquence et du débit cardiaque dépendante de la dose De la même manière, chez
les patients en chirurgie le RMF entraîne une diminution de la fréquence cardiaque et de la
pression artérielle 50• Contrairement à la morphine, l’hypotension observée avec le RMF
n’est pas due à une libération d’histamine 50• Il existe peu d’information dans la littérature à
propos du mécanisme par lequel le RMf diminue la pression artérielle. Des expériences sur
la trabécule atriale droite isolée chez l’Homme ne démontre aucun effet inotrope du RMF
sur le myocarde 51• En revanche, il a été démontré que le RMF induisait une vasodilatation
!II Université de Montréal
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de l’aorte isolée du rat impliquant la libération d’oxyde nitrique et l’inhibition de canaux
calciques dépendants du voltage 52 Chez les personnes âgées, une hypotension profonde
peut survenir, on suggère alors une surveillance accrue et un ajustement du dosage . Les
changements hémodynamiques peuvent être atténués par une prémédication avec du
glycopyrrolate ou en administrant de l’éphédrine 50•
L’augmentation de la pression partielle en gaz carbonique et la baisse de la
pression partielle en oxygène constituent les deux stimuli des centres réglant normalement
la respiration automatique. Le RMF induit une dépression respiratoire comparable à celle
des autres opioïdes, bien qu’elle soit de plus courte durée. Il réduit la sensibilité des centres
respiratoires du tronc cérébral à une augmentation de la pression partielle en gaz
carbonique. Le niveau de dépression respiratoire observé chez des patients souffrant
d’insuffisance rénale à un stade terminal est semblable à celui observé chez les individus
dont la fonction rénale est normale Les patients qui souffrent d’insuffisance hépatique
semblent, quant à eux, plus sensibles Enfin, la dépression respiratoire induite par le
RMF et l’alfentanil peut être renversée par une injection de naloxone
2.4.3. Effets au niveau du système nerveux central
Les effets sur le débit sanguin cérébral, la pression intracrânienne et la
vitesse du métabolisme cérébral sont similaires à ceux des autres opioïdes. Chez des chiens
anesthésiés à l’isoflurane, une perfusion de RMF ou d’alfentanil réduit le flux sanguin
cérébral 56• De la même manière, il semblerait que des doses individuelles de RMF, de
fentanyl ou d’alfentanil administrées à des patients anesthésiés ne modifient pas la pression
intracrânienne et peuvent, à des doses supérieures, diminuer la pression de perfusion
cérébrale parallèlement à une diminution de la pression artérielle moyenne Les effets
cérébrovasculaires de I’ alfentanil chez les patients demeurent toutefois controversés
puisqu’il a aussi été démontré qu’il n’induisait pas un changement significatif de la
pression intracrânienne
II! Université de Montréal
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Le RMF augmente l’amplitude et diminue la fréquence de
l’électroencéphalogramme (EEG) . Il entraîne une diminution caractéristique du rebord
spectral, le signal se retrouvant essentiellement dans les bandes de fréquence delta et thêta
44.
2.4.4. Effets sur le diamètre pupillaire
Le RMF comme les autres opioïdes provoquent un myosis en activant le
noyau parasympathique du nerf oculomoteur. L’exactitude et la maniabilité des nouveaux
pupillomètres apparus sur le marché ont relancé l’intérêt d’exploiter le diamètre et la
réactivité pupillaire comme un outil de mesure pharmacodynamique pour cette classe de
médicament. Larson et ses collègues ont ainsi démontré chez des volontaires anesthésiés à
l’isoflurane, que l’alfentanil ne diminue pas le réflexe pupillaire en réponse à un stimulus
lumineux, mais qu’en revanche, à une concentration de 100 ng/mL, il inhibe la dilatation
pupillaire suivant un stimulus nocicepteur 60 Une bonne corrélation fut observée entre le
diamètre pupillaire et les concentrations plasmatiques de l’alfentanil. Leurs résultats
démontrent également que la dilatation pupillaire est plus sensible à une stimulation
nociceptrice que les paramètres hémodynamiques (pression artérielle, fréquence cardiaque)
employés de routine lors des anesthésies à l’isoflurane et au propofol 61 L’effet d’un
stimulus nocicepteur électrique sur le diamètre et la réactivité pupillaire de volontaires
sains a également été mis en relation avec les concentrations effet du RMF 62 De façon
similaire, une meilleure corrélation a été obtenue comparativement aux mesures
hémodynamiques ou électroencéphalographiques.
2.5. Pharmacocinétique
Le RMF possède une pharmacocinétique linéaire et sa distribution dans l’organisme
peut être représentée par un modèle à deux ou trois compartiments 33,63,64 bien que sa
distribution dans le troisième compartiment soit limitée à moins de 5% de l’exposition
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totale 63 La clairance du RMF est plus rapide que celle de l’alfentanil (2.5 vs 0.5 Ubfkg) u
du fait d’un petit volume de distribution de 0,39 L/kg et d’une plus courte demi-vie
d’élimination (t112 vie = 10 vs 5$ mm) (Tableau 4) u
Les paramètres pharmacocinétiques du RMF sont indépendants du mode
d’ administration. Chez des patients sous chirurgie 64 et des volontaires sains 63 la clairance
totale du RMF est comprise entre 2 et 3 L/h/kg, le volume de distribution à l’équilibre entre
0.34 et 0.57 11kg et le temps de demi-vie moyen entre 10 et 21 min 63,64 Afin de prédire le
temps de récupération après l’administration d’opioïdes, Glass et ses collaborateurs ont
proposé le concept du temps de demi-vie contextuelle qui, contrairement au temps de demi-
vie réel, dépend de la durée de la perfusion. Il représente le temps requis pour que les
concentrations plasmatiques d’un principe actif déclinent de 50% à la fin d’une perfusion.
Contrairement aux autres agonistes des récepteurs i, le temps de demi-vie contextuelle du
RIvW est indépendant de la durée de la perfusion 33,44,63,64 En effet, il a été démontré qu’à la
fin d’une perfusion de plus de 240 min celui-ci était de 4 min (en général < 3min) 35,63
versus 34 min pour le sufentanil, 58 min pour l’alfentanil et 262 min pour le fentanyl 64
(Fig. 11).
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C’ Tableau 4. Paramètres PK du fentanyl et de ses dérivés chez l’Homme
Vd, CI tt,2
Opioïdes
Ukg mLfminlkg min
Fentanyl 42 3-5 10-20 180-300
Sufentanil ‘ 2 13 164
Alfentanil 42 0.25-0.75 3-8 60-120
Rémifentanil 0.3-0.4 40-60 8-20
Le RMF n’est pas un substrat des butyrylcholinestérases plasmatiques . Par
conséquent, des ajustements de doses ne sont pas requises chez les individus présentant une
déficience enzymatique 66 Le RMF subit une dé-estérification par les estérases
érythrocytaires et tissulaires non spécifiques, conduisant au métabolite acide 33,67• Près de
90% du médicament se retrouve alors dans l’urine sous forme de RMF acide Le RMF
est également N-déalkylé, mais dans une moindre mesure (métabolite 01 94219) 67 Son
métabolisme est sensible à la température corporelle. Durant une hypothermie provoquée
lors d’un pontage coronarien (28°C), la clairance du RMF diminue, (2 à 1.5 Uhlkg) et le
temps de demi-vie se prolonge (6 à 12 mm) sans que le volume central de distribution (V1)
ne soit affecté 68 La prolongation du temps de demi-vie s’expliquerait par une réduction de
l’hydrolyse enzymatique durant l’hypothermie 69
Chez des chiens sous anesthésie, la perfusion de RMF démontre, à l’équilibre, un
important gradient artério-veineux à travers le muscle (47%), l’intestin (45%) et le cerveau
(24%) 70• Les clairances tissulaires de ces trois organes représentent 50% de la clairance
systémique du RMF tandis que la contribution des clairances hépatique et rénale est
inférieure à 8% 70• En comparaison, l’extraction hépatique de l’alfentanil chez l’Homme est
comprise entre 30 et 60%
Le poids et l’âge influencent la clairance du RMf 53,71,72 Une étude montre que la
clairance (1.9 vs 1.6 LfhIkg) et le volume central de distribution (0.1 vs 0.07 Ukg) sont
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plus petits chez des patients présentant une obésité pathologique en raison des altérations
physiologiques des systèmes cardio-vasculaire et respiratoire j. La dose initiale de RMF
doit être basée sur le poids idéal chez ces patients, car la clairance et le volume de
distribution du RMF sont en meilleure corrélation avec le poids corporel idéal qu’avec le
poids réel chez ces sujets 71 De plus, chez les enfants, la clairance est plus rapide (5
LIhIkg) et le volume central plus grand (0.45 Ukg) ce qui explique une demie-vie
d’élimination inchangée (3-6 mm) 72• Chez les personnes âgées, la clairance du RMF est
réduite d’environ 25%. On préconise alors de diminuer les doses initiales de 50% en raison
d’une plus grande sensibilité aux effets pharmacologiques des opioïdes . Enfin, la
cinétique du RMF n’est pas altérée en cas d’insuffisance hépatique ou rénale Par
conséquent, il n’y a pas d’ajustement de doses à faire chez ces patients, pour qui une
anesthésie incluant le RMF serait appropriée. Bien que le temps de demi-vie du RMF acide
soit remarquablement prolongé chez les patients souffrant d’insuffisance rénale (27 h vs 1,5
h chez les volontaires sains) des effets pharmacologiques sont improbables puisque le
métabolite est très peu actif
2.6. Statut actuel du RMF
Le RMF se différencie des autres agonistes des récepteurs t par son métabolisme
indépendant des principaux organes d’élimination. L’hydrolyse par les estérases tissulaires
non spécifiques lui confère une installation d’action rapide et prévisible, un titrage facile au
cours de l’intervention et une récupération rapide, sans effets cumulatifs, quelle que soit la
durée de la perfusion. Un tel profil pharmacodynamique favorise son emploi dans
différents types d’anesthésie à la fois pour des courtes interventions, des cas chirurgicaux
d’un jour ou des perfusions prolongées.
En anesthésie générale, le RMF est utile lorsqu’on recherche un effet synergique
entre les opioïdes et les agents hypnotiques. Le RMF seul n’est en général pas approprié
pour induire une anesthésie, mais on l’utilise plutôt en combinaison avec le thiopental ou le
propofol Il est surtout indiqué lorsque le niveau de stimulation pendant la chirurgie est
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élevé ou variable de par son installation rapide de l’effet. De plus, il permet une meilleure
titrabilité des réponses somatiques et hémodynamiques aux stimuli chirurgicaux
comparativement à l’alfentanil ou au fentanyl 74,76,77 Administré conjointement avec le
propofol, il atténue également, de manière efficace, les réponses au stress opératoire
(intubation trachéale, incision chirurgicale) 31• Enfin, on peut aussi choisir d’avoir recours
au RMF lorsqu’on recherche une analgésie profonde pendant l’opération (fortes
concentrations d’ opioïdes) sans compromettre pour autant le temps de récupération de
l’anesthésie (chirurgie d’un jour). Plusieurs études montrent que la vitesse de récupération
est plus rapide après une perfusion de RMF qu’après une perfusion d’alfentanil. Le recours
à la naloxone semble aussi moins fréquent (15 à 25% vs 60% pour l’alfentanil) ce qui
entraîne une sortie plus rapide de l’unité des soins postanesthésiques 74,78• Chez les patients
en chirurgie ambulatoire, une faible perfusion de RMF permet une respiration spontanée
durant l’anesthésie avec l’isoflurane ou le propofol
Les propriétés analgésiques et sédatives du RMF s’installent rapidement et sont
facilement titrables pour engendrer un sentiment de bien-être chez les patients en anesthésie
locale et régionale 80 En effet, lors d’une anesthésie régionale, le RMF procure une
sédation équivalente au propofol et une meilleure analgésie offrant une alternative
intéressante à ce dernier 81,82 En combinaison iv avec une faible dose de midazolam, il
procure une sédation et une analgésie optimales avec une meilleure prévision et un meilleur
titrage de l’effet, sans affecter le confort du patient ou la qualité générale de l’analgésie
83,84
Les propriétés pharmacocinétiques du RMF facilitent son utilisation chez différents
groupes de patients (patients souffrant d’insuffisance hépatique ou rénal, jeunes, vieux,
obèses) 53-55,71,72 En effet, les concentrations à l’équilibre sont facilement prédites du fait
que la clairance n’est pas affectée par des variables comme le mode d’administration (bolus
vs perfusion), les fonctions hépatiques ou rénales, le sexe ou les interactions
médicamenteuses. Les quelques facteurs modifiant la clairance du RMF (âge) et son
volume de distribution (poids) n’affectent pas significativement sa durée d’action. De plus,
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les estérases non spécifiques responsables du métabolisme du RMF ne semblent pas
soumises à un polymorphisme génétique contrairement aux pseudo-cholinestérases
plasmatiques 66
Les propriétés furtives du RMf posent toutefois le problème de l’analgésie
postopératoire. À la fin de la perfusion, l’analgésie résiduelle est faible, ce qui entraîne une
perception quasi-immédiate de la douleur. En effet, des patients ayant reçu le RMF
nécessitent une analgésie postopératoire (fentanyl) plus rapidement que ceux traités avec
l’alfentanil 76• Par conséquent, il est impératif d’anticiper et d’initier l’analgésie
postopératoire avant l’interruption de la chirurgie. Pour ce faire, on administre un
analgésique de longue durée d’action ou on continue de perfuser le RMF à un régime plus
faible 74,85 ce dernier procurant une meilleure analgésie postopératoire que la morphine 86
A cause du risque de dépression respiratoire, les bolus de RMF ne sont pas recommandés
85,87
2.7. Effets secondaires
Les effets secondaires les plus communs associés au RMF sont caractéristiques de
la pharmacologie des agonistes des récepteurs opioïdes t. Aux doses recommandées durant
l’induction et/ou la maintenance de l’anesthésie générale, les événements les plus courants
comprennent la bradycardie, l’hypotension, la dépression respiratoire (surtout observée en
postopératoire) et la rigidité musculaire . D’autres effets secondaires postopératoires ont
aussi été rapportés comme le tremblement, les nausées, les vomissements, la fièvre, la
dépression respiratoire, le vertige, la perturbation visuelle, le mal de tête et le prurit ‘. Pour
la plupart, le profil de tolérance du RMF est semblable à celui des autres opioïdes utilisés
en clinique. L’incidence de la dépression respiratoire, des nausées, des vomissements et de
la rigidité musculaire est la même qu’avec l’alfentanil 87 ou le fentanyl 88 Cependant, le
profil pharmacocinétique unique du RMF favorise une dissipation plus rapide des effets
secondaires à l’arrêt de la perfusion.
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Des études récentes ont mis en évidence le développement d’une hyperalgésie
associée à la thérapie opioïde aigu ou chronique, surtout avec des molécules à action
courte comme le RMF. L’hyperalgésie est secondaire à un état d’hyperexcitabilité des
neurones nociceptifs de la corne dorsale impliquant les récepteurs NMDA. Il a été constaté
que la consommation de morphine post-opératoire augmentait chez les patients en chirurgie
ayant reçu des fortes doses de fentanyl ou de RMF 89 Angst et ses collaborateurs ont
démontré chez des volontaires sains une hyperlagésie exacerbée à l’arrêt d’une courte
perfusion de RMF 29 Ces observations soulèvent un problème d’envergure et renforcent de
toute évidence l’importance d’un dosage optimal des molécules opioïdes dans la prise en
charge de la douleur en milieu clinique.
À cause de son installation d’action rapide le RMF ne devrait être administré que
par un personnel qualifié, familier avec l’utilisation d’anesthésiques afin de reconnaître et
bien gérer les effets secondaires pouvant se produire. Des équipements adéquats pour
assurer les fonctions respiratoires et cardio-vasculaires doivent être également à portée de
la main.
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3. Microdialyse
La microdialyse fut d’abord introduite en neurophysiologie pour examiner in vivo l’effet de
substances endogènes ou médicamenteuses sur la libération des neurotransmetteurs
Depuis une quinzaine d’années seulement, cette technique est appliquée à la
pharmacocinétique et particulièrement à l’étude de la distribution et du métabolisme des
médicaments 91-94
3.1. Principes de la microdialyse
La microdialyse implique l’implantation d’une sonde dont l’extrémité est munie
d’une membrane de dialyse. Celle-ci renferme une chambre de diffusion, dans laquelle on
perfuse en continu une solution physiologique appelée perfusat. Le gradient de
concentration créé avec le milieu interstitiel favorise la diffusion passive de solutés de part
et d’autre de la membrane. Par conséquent, le dialysat recueilli reflète la composition du
milieu extracellulaire entourant la sonde (fig. 12) 92
Médicament recueilli dans le
dialysat
Perfusat physiologique
Membrane de microdialyse
Cellules
o
Capillaire sanguin
Figure 12. Principe de ta microdialyse in vivo
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Les sondes de microdialyse ont une structure parallèle ou en série et des
formes très différentes (Fig. 13) . Les sondes parallèles peuvent être flexibles ou rigides et
sont disposées de manière concentrique ou contiguê. Si les sondes intracérébrales sont de
préférence rigides pour pouvoir être fixées à la surface du crâne, les sondes flexibles sont
plutôt utilisées dans les tissus périphériques mous (muscle, peau, foie), le sang et la bile
Les sondes en série présentent un arrangement linéaire ou en boucle. Celles-ci permettent
d’augmenter la surface d’échange et sont typiquement utilisées dans les tissus
périphériques Les sondes décrites ci-dessus sont disponibles dans le commerce mais
peuvent aussi être fabriquées de manière artisanale pour répondre à des besoins spécifiques
96-102,
ou pour diminuer le coût de revient.
Concentrique Contiguê Linéaire Boucle
3.2. Aspects méthodologiques de la microdialyse
3.2.1. Sondes et tubulures
o 1
[
figure 13. Formes courantes des sondes de microdialyse
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La membrane semi-perméable doit être biocompatible, inerte et perméable
aux molécules d’intérêt 99,103,104• Elle est constituée d’un copolymère polycarbonate-éther,
de cellulose, de polyacrylonitrile (5 à 30 kD) ou de polyéther sulfone (100 lcD). La taille
des pores est suffisamment large pour laisser diffuser les solutés tout en empêchant le
passage des protéines ou d’autres macromolécules. Les tubulures, par contre, ont une
longueur minimale, pour éviter de créer une pression hydrostatique élevée qui
endommagerait la membrane, et par le fait même, ses propriétés de dialyse 105
3.2.2. Composition, pH et température du perfusat
La composition du perfusat doit être semblable à celle du fluide
extracellulaire dans le tissu étudié 92,106• Il doit être iso-osmotique afin de limiter les risques
d’altérations du tissu et des molécules endogènes au site de dialyse. En effet, on a montré
qu’un changement dans la composition ionique affecte la libération des neurotransmetteurs
et augmente la perméabilité de la barrière hématoencéphalique 107-110 Dans certaines
études, des perfusats enrichis en protéines ont été utilisés pour éviter l’adsorption du
médicament (surtout des molécules très lipophiles) aux parois des tubulures et à la
membrane 111,112
Le pH du perfusat doit être identique à celui du liquide extracellulaire
dialysé pour éviter de modifier l’homéostasie du tissu. Une modification du pH local est
susceptible d’entraîner l’ionisation de la molécule étudiée, une modification de la
conformation des protéines impliquées dans la fixation du médicament et une altération des
potentiels locaux pouvant modifier la libération locale de molécules endogènes 109
Le perfusat est généralement maintenu à température ambiante, ce qui
entraîne un gradient de température in vivo, pouvant affecter le rendement de la dialyse.
Pour contrer ce phénomène, De Lange et ses collaborateurs ont utilisé une canule sous
cutanée dans laquelle le perfusat s’équilibre au préalable à la température corporelle
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Ces études montrent que la température n’affecte pas le rendement de la dialyse dans des
tissus sains 110 Ils recommandent néanmoins de maintenir le perfusat à une température
proche de la température corporelle.
3.2.3. Considérations analytiques
L’utilisation de la microdialyse est souvent limitée par la performance des
techniques analytiques actuellement disponibles. Souvent, il s’agit de mesurer de faibles
concentrations de médicaments dans des échantillons de petits volumes. De fait, la méthode
analytique choisie doit être sensible et adaptée à des volumes de l’ordre du nL ou du tL
Les plus courantes comprennent la chromatographie en phase liquide couplée à la détection
UV à la fluorescence 97,115 à l’électrochimie (dosage des amines biogènes) 6h18,
la spectrométrie de masse 119-122 ou à l’immunoessai (dosage des peptides) 123-125 Lorsque
des méthodes plus sensibles sont nécessaires, on a recours à la chromatographie liquide
microbore 126,127 ou à l’électrophorèse capillaire 128-133 L’absence de protéines dans les
dialysats permet de les analyser sans procédure d’extraction préalable, voire dans certains
cas de pratiquer une analyse en ligne Cette technique fut développée afin de minimiser
la perte de l’échantillon due au transfert physique et à l’évaporation ainsi que pour
l’analyse de molécules instables 114,134-136 Enfin, on peut augmenter le volume du dialysat
en allongeant l’intervalle de prélèvement ou en augmentant le débit de perfusion.
Cependant, cette dernière option n’améliore pas forcément la résolution analytique
puisqu’elle se fait au dépend du rendement de la dialyse.
3.3. Intégrité du tissu
Si petit que puisse être le diamètre des sondes utilisées (300 tm O.D.) 137, leur
insertion crée inévitablement un traumatisme causant des modifications tissulaires au site
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de dialyse. Les réactions induites dans le cerveau 138,139 et dans les tissus périphériques ont
été étudiées 126,140,141 On a observé des réactions locales immédiates se manifestant par la
libération de substances endogènes d’une part, (formation d’eicosanoïdes dans le cerveau,
infiltration des neutrophiles et des macrophages dans la peau) 126,138,140,141 et par un
changement du débit sanguin régional d’autre part 139,142 Par conséquent, un délai
d’équilibre après l’implantation de la sonde de dialyse devrait minimiser les éventuels
artefacts liés aux dommages tissulaires 110,143 Par ailleurs, des réactions à plus long terme
vis-à-vis du corps étranger ont débuté deux ou trois jours après (réactions gliales dans le
cerveau) 139,143-147 Dans le muscle, des études histologiques ont montré qu’il n’y avait pas
de changement dans la composition tissulaire pendant au moins 6 h 126 Après quoi,
l’infiltration des leucocytes commence et se poursuit durant 24 h sans provoquer de
modification dans les propriétés de la membrane. Trente heures après l’implantation de la
sonde, des scarifications tissulaires ont finalement altéré la diffusion et par conséquent, le
rendement de la dialyse 126
3.4. Récupération à travers la membrane
L’analyse quantitative demeure le point faible de cette technique. Le processus de
microdialyse ayant lieu dans des conditions de non-équilibre, la concentration mesurée
dans le dialysat ne constitue qu’une fraction de la concentration du médicament dans
l’espace interstitiel. Aussi, différentes méthodes ont été proposées pour évaluer le
rendement de la dialyse 148-151 Elles consistent à introduire un facteur de correction pour
pouvoir estimer la concentration réelle du médicament dans le milieu extracellulaire.
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3.4.1. Récupération in vitro
S’il n’est plus à démontrer que l’utilisation du rendement in vitro ne peut
être considérée conmie une méthode de référence, l’influence de certains paramètres (ex:
débit et composition du perfusat, température, propriétés physico-chimiques de la
molécule, caractéristiques de la membrane semi-perméable) sur le taux de récupération
doivent néanmoins être étudiés.
La récupération à travers la membrane de dialyse est inversement
proportionnelle au débit de perfusion de la sonde, généralement compris entre 0.5 et 5
pJimin 92 En effet, lorsque celui-ci est trop élevé, la surpression créée à l’intérieur de la
sonde entraîne la formation d’exsudat qui contrecarre le processus de diffusion. Souvent,
on préfère utiliser le plus faible débit possible pour optimiser le taux de récupération. Ainsi,
Justice et ses collaborateurs sont parvenus à une récupération quasi-totale (90%) avec un
débit de 0.15 jiL/min 152 Il va de soi que la méthode analytique employée doit être adaptée
à de petits volumes d’échantillons (au moins 2 tL) pour éviter des intervalles de
prélèvements trop longs. Par conséquent, le choix du débit de perfusion en microdialyse
résulte d’un compromis entre un taux de récupération optimal, un volume et un nombre
d’échantillons suffisants pour l’analyse.
Le taux de récupération augmente avec la température 90,153,154 Ainsi, le
rendement de dialyse in vitro de l’acide 3,4-dihydrophénylacétique à 23°C a augmenté de
30% lorsque la température a atteint 30°C De plus, une différence de pression
osmotique de part et d’autre de la membrane entraîne un déplacement des molécules d’eau
qui influence également la récupération 92 Enfin, le rendement de dialyse peut être
optimisé en augmentant la surface d’échange avec le milieu extracellulaire (diamètre
externe 250-500 pm, longueur 1-10 mm) 152,154 En revanche, la concentration est un
paramètre qui n’affecte pas la récupération des médicaments dont le transport s’effectue par
diffusion passive
Université de Montréal
40
3.4.2. Récupération in vivo
La récupération in vivo dépend essentiellement de la diffusion du
médicament dans l’espace interstitiel. Celle-ci est affectée par l’extraction cellulaire, le
métabolisme du médicament, le transport membranaire actif, la vascularisation et le débit
sanguin à travers le tissu 92 À partir de ces variables, un modèle mathématique a été
développé pour tenter de prédire la récupération in vivo 156 Les études in vitro, surestiment
toujours le rendement de dialyse puisqu’elles reproduisent uniquement les conditions de
diffusion à travers la membrane semiperméable et à l’intérieur de la sonde, sans tenir
compte de la tortuosité du milieu extracellulaire 103 j n’en demeure pas moins qu’elles
fournissent une bonne estimation de la récupération in vivo lorsque les sondes sont
implantées dans des systèmes fluides (sang, bile) 97,157,158•
3.4.3. Quelques méthodes pour déterminer la récupération in vivo:
quantification des données de microdialyse
3.4.3.1. Méthode du «no-net-flux»
Cette méthode, développée par Lonnroth et ses collaborateurs,
s’applique uniquement dans des conditions d’équilibre 148 Elle consiste à perfuser la sonde
de microdialyse avec différentes concentrations de la molécule étudiée (C1) puis à
déterminer pour chacune, les différences de concentration entre la solution perfusée et le
dialysat (C0) (Fig. 14). L’évolution de celles-ci en fonction de la concentration du perfusat
se traduit par une droite dont la pente correspond à la récupération relative du médicament
in vivo et l’intersection avec l’axe des abscisses à la concentration dans l’espace
extracellulaire (Fig. 14).
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figure 14. Méthode du «no-net-flux»
En vue d’utiliser la méthode du «no-net-flux» dans des conditions
de non-équilibre pour des études cinétiques, Oison et ses collaborateurs ont proposé une
version modifiée de cette approche appelée le «dynamic no-net-flux» 159 Ils ont
également montré que la récupération pouvait changer au cours de l’expérience
indépendamment de la concentration dans le liquide extracellulaire 159 Les méthodes du
«no-net-flux» sont robustes, leur principal avantage consistant à utiliser le médicament
lui-même pour la calibration in vivo des sondes. Par contre, leur mise en oeuvre est longue
(jusque 12 h) et parfois difficile, ce qui en diminue l’attrait 92•
3.4.3.2. Dialyse avec standard interne et rétrodialyse ou dialyse
inverse
Une autre approche consiste à utiliser un standard interne que l’on
ajoute dans le perfusat pendant toute la durée de l’expérience. Sa perte relative (PR) est
alors directement liée à la récupération relative (RR) du médicament par un facteur k
préalablement établi in vitro. De fait, les caractéristiques des deux molécules doivent être
très proches, surtout en terme de coefficient de diffusion et de métabolisme 149,150,160,161
Des marqueurs isotopiques ont également été utilisés pour éviter les interférences possibles
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entre le médicament et le standard interne 149 Cette méthode présente l’avantage de suivre
les éventuels changements dans la récupération dus à une diminution de la performance de
la sonde (bulles d’air, occlusion des pores de la membrane par des débris cellulaires)
150,160,161 Par contre, l’estimation in vitro du facteur de correction k constitue sa principale
faiblesse 162
En rétrodialyse ou dialyse inverse, le médicament lui-même est
introduit dans le liquide de dialyse avant le début de l’expérience et sa perte relative dans le
tissu est calculée (fig. 15) 163 Dans le cadre de ce projet, cette technique de mesure a
légèrement été modifiée pour quantifier le RMF et son métabolite dans le liquide intertitiel
du muscle chez le chien 164
Perte relative pendant la période de référence
Cjfl /% /% / °out Cout
I..... I I . I PR=1—
_______
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Récupération relative pendant l’expérience
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Figure 15. Méthode de la rétrodiatyse avec te médiccunent
Cette technique, couplée à l’utilisation d’un standard interne, permet
à la fois d’estimer le facteur de correction k in vivo et de contrôler l’évolution du rendement
par la perfusion du standard interne tout au long de l’étude (Fig. 16) 151 Bien que robuste,
la limite de la rétrodialyse combinée réside dans le choix du standard interne. Celui-ci doit
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posséder les mêmes caractéristiques physico-chimiques que la molécule étudiée et ne pas
induire d’interactions pharmacologiques ou pharmacocinétiques.
Période de référence
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Figure 16. Méthode de la rétrodict lyse combinée
3.5. Études pharmacocinétiques utilisant la microdialyse
En utilisant la technique de microdialyse on peut suivre continuellement les
concentrations libres de médicament dans le fluide extracellulaire d’un tissu spécifique et
faire plusieurs prélèvements chez le même animal. Ceci donne la possibilité de réduire le
nombre d’animaux dans les protocoles de cinétique. Cette technique offre ainsi une
alternative aux méthodes traditionnelles, où les concentrations tissulaires ne sont
accessibles qu’une fois l’animal sacrifié. Beaucoup d’études pharmacocinétiques
employant la microdialyse traitent de la distribution des médicaments dans le cerveau 90
Néanmoins, l’intérêt des chercheurs pour exploiter son potentiel dans d’autres tissus
périphériques tels que le sang, le foie, le coeur ou encore le tissu sous-cutané s’accroît 165
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Enfin, depuis seulement 10 ans elle est utilisée dans certaines études pharmacocinétiques
chez l’Homme et suscite l’intérêt de nombreuses compagnies pharmaceutiques 166
3.5.1. Pharmacocinétique dans le cerveau
La microdialyse dans le cerveau s’est avérée très utile pour étudier la
distribution, le transport à travers la barrière hématoencéphalique et la relation
concentrationleffet de nombreux médicaments.
La distribution des médicaments dans le cerveau est estimée par le rapport
entre les aires sous la courbe des concentrations mesurées dans le fluide extracellulaire
cérébral (FECC) et dans le plasma. La morphine fut le premier alcaloïde mesuré dans le
FECC chez le rat 167-170 Depuis, les analgésiques 110 et particulièrement les opioïdes
(codéine, fentanyl) 171,172 ont largement été étudiés, ainsi que de nombreuses autres
molécules incluant les agents antibactériens 173.174 et antifongiques 175, les nucléosides
antiviraux 176-178 les anticonvulsivants 179,180 les méthyl xanthines 181,182 et le tacrine 183
L’émergence de la microdialyse a également apporté une nouvelle dimension à l’étude de
la distribution intratumorale des agents anticancéreux. La distribution du méthotrexate dans
les tumeurs cérébrales fut ainsi estimée par de Lange et ses collaborateurs 184
Par ailleurs, la microdialyse dans le cerveau a permis de mettre en évidence
certains mécanismes de transport impliqués au niveau de la barrière hématoencéphalique.
En effet, en modélisant les profils de diffusion des médicaments, on a identifié un système
de transport actif, sensible au probénécide. Celui-ci semble responsable des faibles
concentrations de zidovudine 113,177,185 de gabapentine 186 et de baclofène 187 observées
dans le cerveau. De plus, cette technique a permis de démontrer que les glycoprotéines P
sont impliquées au niveau de la barrière hématoencéphalique dans le transport actif des
médicaments anticancéreux 188-191 et des opioïdes (à l’exception de la codéine) 192 Ces
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transporteurs jouent un rôle protecteur et assurent une fonction d’efflux cellulaire des
xénobiotiques, en favorisant leur excrétion active.
Enfin, la microdialyse évaluerait l’efficacité thérapeutique ou encore la
toxicité neurologique des médicaments en mesurant simultanément leur pharmacodynamie
et les concentrations dans le sang et le cerveau. Ainsi, Barjavel a établi une corrélation
directe entre les réponses analgésiques et les concentrations de la morphine et de ses
métabolites dans le fECC 193,194 De leur côté, Welty et ses collaborateurs ont identifié la
cause du délai observé avant l’apparition de l’effet anticonvulsivant de la gabapentine 195
La microdialyse est sans aucun doute la méthode la plus robuste pour
comparer la composition du liquide extracellulaire cérébral à celle du liquide
céphalorachidien 196 Le liquide extracellulaire est formé au niveau de la barrière
hématoencéphalique et se dirige du cerveau vers le liquide céphalorachidien 197 Ce dernier
circule continuellement autour de l’encéphale et de la moelle épinière dans l’espace sous
arachnoïdien (entre l’arachnoïde et la pie-mère) ainsi que dans les ventricules. Chez
l’Homme, son volume est de 140 mL et son «turnover)> a lieu 4 à 5 fois par jour 196• Le
liquide céphalorachidien protège l’encéphale et la moelle épinière contre les traumatismes
chimiques et physiques. C’est aussi un véhicule pour l’échange des nutriments et des
déchets entre le sang et le tissu nerveux 197 agissant comme un système de drainage
équivalent au système lymphatique. Il est produit à un débit de 0.5 mL/min par les
épendyrnocytes dans les plexus choroïdes, selon un processus de filtration à partir du
plasma 196 Tandis que les capillaires choroïdes de type fenestrés sont perméables à toutes
les petites molécules, les cellules épithéliales du plexus choroïde sont réunies par des
jonctions serrées formant la barrière sang-liquide céphalorachidien 197 Dans les plexus
choroïdes latéraux le liquide céphalorachidien, auquel s’ajoute une faible quantité
provenant du liquide extracellulaire cérébral, s’écoule dans le troisième ventricule, puis
traverse l’aqueduc du mésencéphale avant de rejoindre le quatrième ventricule. Il entre
ensuite par trois ouvertures dans le canal central de la moelle épinière et dans l’espace
sous-arachnoïdien où il est graduellement réabsorbé dans la circulation sanguine par les
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villosités arachnoïdiennes . Bien que le liquide interstitiel cérébral et le liquide
céphalorachidien soient formés indépendamment l’un de l’autre (endothélium cérébral et
plexus choroïde), il existe un échange étroit entre les deux compositions 198 Ainsi,
lorsqu’on administre un médicament par voie iv, la concentration dans le liquide
céphalorachidien est un indice indirect de celle dans le liquide extracellulaire cérébral. Une
divergence entre les deux est parfois observée selon le degré de lypophilie du médicament
estimé par son coefficient de partage octanol-eau, ainsi que sa capacité à interagir avec les
protéines de la résistance multi-drogue (Pgp, MRP) exprimées à la surface des cellules
endothéliales 199 L’activité biologique est une mesure générale du passage à travers le
cerveau On a observé que l’action hypnotique de certains dépresseurs du système
nerveux central était maximale lorsque le coefficient de partage octanol-eau avoisinait la
valeur de deux. Cette règle, confirmée par plusieurs chercheurs, est aujourd’hui
généralement acceptée 199
3.5.2. Pharmacocinétique dans les tissus périphériques
Avec l’insertion des sondes de microdialyse dans les tissus périphériques, on
peut effectuer des prélèvements directement au niveau de sites, considérés jusqu’alors
inaccessibles. Les applications pharmacocinétiques dans ce cas concernent essentiellement
l’étude de la distribution et du métabolisme des médicaments.
La microdialyse a notamment permis de mesurer les concentrations
interstitielles d’antibiotiques dans le muscle 200-202 et le poumon chez le rat 201,203 De plus,
les concentrations de la gallamine dans le muscle 204 du propranolol 205 et de l’allopurinol
206 dans le tissu cardiaque ont aussi été mesurées afin d’estimer leur distribution tissulaire.
D’autre part, en facilitant l’échantillonnage simultané dans différents tissus, la microdialyse
a contribué à mieux caractériser la distribution et le métabolisme de certains principes
actifs tels que l’acétaminophène 114,207 l’acide acétylsalicylique 207 la morphine 168 la
pipéracilline 200 la gentamycine 155, le fluconazole , carbamazépine 208 et la zidovudine
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113,209 Par ailleurs, des modèles tumoraux ont été utilisés pour analyser la distribution
- 184210-212d agents anticancereux tels que le methotrexate
. Enfin, en appliquant la
microdialyse directement dans le courant sanguin 102,213 on a déterminé in vivo le profil
pharmacocinétique et la liaison aux protéines plasmatiques 163,214 de plusieurs molécules
comme le vaiproate 215 le glucose et le lactate 216
3.5.3. Études chez l’Homme
Chez les volontaires sains et les patients, la microdialyse est avant tout
employée pour évaluer la distribution de médicaments dans différents tissus 166 Ainsi, celle
de nombreux agents antiinfectieux et antiviraux (peciclovir), a été étudiée au niveau du
muscle 217-220 du cerveau 221 et du poumon 217 Pour ces classes de médicaments, la
microdialyse offre une alternative aux biopsies et aux alvéoles cutanés souvent associés à
des réactions inflammatoires 222 Les biopsies présentent l’inconvénient de mélanger les
compartiments intracellulaires, interstitiels et vasculaires, ce qui complique l’interprétation
de la concentration totale mesurée 166 De plus, elles ne permettent pas de suivre la
diffusion du médicament à travers la peau après une administration topique. En
microdialyse, les sondes peuvent être implantées dans les différentes couches de
l’épiderme, pour mesurer le gradient de concentration du médicament à travers la peau.
C’est ainsi que la diffusion des médicaments antiinflammatoires 223 de l’éthanol, de la
nicotine, de l’estradiol, de l’acide salicylique, des anesthésiques locaux et des solvants
organiques a été mesurée 224 La microdialyse représente un outil intéressant dans les études
de bioéquivalence des produits topiques, ainsi qu’en toxicologie 225 Par ailleurs, elle a été
utilisée pour étudier la distribution d’un bon nombre d’agents antinéoplasiques au sein du
tissu tumoral. Des études effectuées sur des mélanomes malins et des cancers du sein ont
montré qu’il n’y a pas de corrélation entre les concentrations de médicaments dans le sang
et dans les tumeurs 224,226-228 Aussi, la microdialyse représenterait un outil intéressant pour
sélectionner les molécules antinéoplasiques qui diffusent le mieux à l’intérieur des tumeurs
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solides 165,224 Enfin, dans le cerveau, cette technique permet de suivre la diffusion des
médicaments antiépileptiques et antibiotiques à travers la barrière hématoencéphalique
221,224,229-232
Les données sur la distribution périphérique des médicaments obtenues au
moyen de la microdialyse sont également utiles en modélisation PK-PD. On peut alors
évaluer in vivo la relation dose/réponse de médicaments n’agissant pas au niveau central.
Pour ces derniers, les concentrations mesurées directement dans la biophase, procurent une
meilleure prédiction de l’effet observé et mènent à des régimes posologiques plus adaptés.
Ainsi, cette approche contribue à optimiser la posologie des antibiotiques et à établir des
directives de traitement pour certaines infections 217,219,220,224,233 De plus, des études
préliminaires ont montré une excellente corrélation entre les concentrations d’agents
cytotoxiques retrouvés dans les tumeurs solides et la réponse aux traitements de
chimiothérapie 234 Ainsi, la microdialyse expliquerait les cas de résistance médicamenteuse
observés chez certains patients et par conséquent, prédirait le succès ou l’échec d’une
chimiothérapie. Enfin, des médicaments ajoutés dans le perfusat peuvent également être
administrés localement pour pouvoir mesurer leurs effets 235
Les organismes réglementaires (Food and Dmg Administration) accordent
de plus en plus d’intérêt aux concentrations de médicaments dans les tissus. Les directives
des études précliniques recommandent fréquemment l’emploi de la microdialyse et elle est
également mentionnée pour les agents antiinfectieux et les médicaments topiques dans les
directives des études cliniques.
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C 4. Électroencéplialographie
L’activité électrique cérébrale a été mise en évidence en 1875 par Caton 236 Elle fut
enregistrée pour la première fois chez le chien par Prawdicz-Ncminsky en 1913 et chez
l’Homme en 1924 par Hans Berger 237 Celui-ci publia sa découverte en 1929 et donna à
ses enregistrements le nom d’électroencéphalogramme (EEG) 237
Depuis, grâce au perfectionnement des méthodes d’amplification et d’enregistrement,
l’électroencéphalographie occupe une place considérable en neurophysiologie clinique 238-
240 Récemment, l’avènement des méthodes d’analyse quantitative a ouvert de nouvelles
applications dans l’étude pharmacodynamique des médicaments psychotropes et le suivi
clinique du niveau d’anesthésie 241 Ce chapitre traite, dans un premier temps, des
fondements physiologiques sous-jacents au signal EEG et de la technique proprement dite,
pratiquée chez le chien (équipement, méthode analytique). Dans un deuxième temps, nous
comparerons les EEG enregistrés chez des chiens ayant reçu ou non des opioïdes. Enfin,
nous discuterons de l’application de l’électroencéphalographie dans l’étude
pharmacodynamique des opioïdes.
4.1. Bases physio]ogiques de I ‘électroencéphalographie
L’EEG est un enregistrement de l’activité électrique spontanée des couches
superficielles du cortex cérébral. Les autres parties du cerveau peuvent influencer le signal
mais ne contribuent pas directement aux voltages mesurés. Les potentiels de surface ont
une polarité qui fluctue à l’intérieur d’une bande de fréquence relativement étroite
(0,5-50 Hz) dont une grande partie est inférieure à 30 Hz. L’amplitude des ondes
individuelles enregistrées par des électrodes de surface atteint plusieurs centaines de
microvolts 242 Comprendre l’électroencéphalographie revient à élucider les origines de
l’oscillation constante et rythmique qui caractérise l’activité électrique corticale.
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4.1.1. Origines de l’activité cérébrale 197
Le système nerveux est constitué par les cellules nerveuses, ou neurones et
par des cellules satellites, les cellules gliales. Les neurones représentent les unités
fonctionnelles élémentaires du tissu nerveux. Leur particularité tient au fait que leur
membrane soit excitable, c’est-à-dire qu’elle puisse engendrer un message électrochimique
ou potentiel d’action, créé par des déplacements ioniques. En effet, les neurones
maintiennent grâce à des mécanismes actifs, une différence de concentration ionique entre
le milieu intra et extra-cellulaire qui se traduit par une différence de potentiel de l’ordre de
50 à 80 mV. Lorsque cet équilibre est rompu, un influx nerveux composé d’une
dépolarisation se propage en quelques millisecondes d’un bout à l’autre de la cellule
nerveuse, puis un retour à l’état d’équilibre initial est observé. Les potentiels d’action
véhiculent l’information à l’intérieur du cerveau ainsi que vers les organes effecteurs. Les
neurones possèdent deux types d’extensions cytoplasmiques nécessaires à leur réception et
à leur transmission. D’une part, les axones sont des extensions efférentes conduisant les
potentiels d’action générés vers d’autres cellules (Fig. 17 a). D’autre part, les dendrites sont
des extensions afférentes où sont collectées les informations arrivant au neurone (Fig. 17
a). Les échanges d’information entre les cellules sont réalisés au niveau des synapses (Fig.
17 b). Ce sont des régions d’intime contiguïté entre deux structures excitables, où la
communication s’établit par un simple couplage électrique des deux membranes ou par la
libération d’un neuromédiateur présynaptique. Celui-ci se fixe sur l’élément postsynaptique
grâce à un récepteur adéquat, pour assurer la propagation du potentiel d’action 243
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4.1.2. Sources du signal EEG
Le signal EEG provient essentiellement de deux sources : l’activité
synaptique des neurones corticaux et le changement du potentiel membranaire des cellules
gliales 245 L’excitation d’un neurone favorise le mouvement d’ions Na à travers la
membrane postsynaptique ce qui induit un courant intracellulaire qui tend à rééquilibrer les
charges. La redistribution des charges crée, dans le même temps, un courant extracellulaire
(Fig. 18). Ces courants transmembranaires «primaires» donnent lieu à des courants
secondaires dits volumiques. Les différences de potentiel mesurées entre deux électrodes en
électroencéphalographie sont essentiellement dues aux courants extracellulaires et
volumiques 245,246
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figure 17. a) Représentation d’un neurone et de ses connexions. b) Synapse 244
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La contribution des cellules gliales au signal
aT
EEG provient de la dépolarisation des neurones. En effet, les
variations passagères de la concentration du K extracellulaire
qui en résulte induisent des dépolarisations passives des
cellules gliales. Leur couplage électrique étroit permet alors
de propager les courants et d’amplifier ainsi le signal initial
247-249
b
On distingue deux formes principales de
cellules nerveuses (Fig. 19). Les cellules pyramidales du
cortex cérébral (à champ ouvert) sont probablement la source
neuronale majeure de l’EEG (Fig. 19 a). Leurs dendrites sont
longs et arrangés parallèlement les uns aux autres. Par
conséquent, des potentiels postsynaptiques peuvent avoir lieu
dans une partie de la cellule alors que l’autre est au repos. Les
Figure 18. a) Propagation d’un influx nerveux, b) Courants transmembranaires générés
par un potentiel d’action 244
Figure 19. a) Cellule pyramidale b)
Cellule étoilée 244
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dipôles ainsi formés provoquent une dispersion et une propagation des courants ioniques
intra- et extracellulaires entraînant un effet de surface important 245 En revanche, les
cellules des structures internes plus profondes (cellules granulaires des noyaux gris
centraux) possèdent des dendrites ramifiés plus courts, arrangés de façon radiale autour du
corps cellulaire (à champ fermé) (Fig. 19 b). Elles produisent des petits dipôles ayant peu
d’influence sur l’EEG car les courants induits sont atténués avant d’atteindre la surface du
crâne
245,250
Par ailleurs, les potentiels d’action
furtifs génèrent le long des axones deux courants de
sens opposés et un champ magnétique quadripolaire
qui s’atténue très vite, sans rejoindre la surface (Fig.
20) 246 Les potentiels d’action «tout ou rien» issus
d’une décharge épileptique ou de potentiels évoqués
peuvent néanmoins contribuer au signal enregistré
car le stimulus induit une activité synchronisée dans
un grand nombre d’axones voisins 245,251
4.1.3. Po]arité et amplitude des ondes EEG
Lorsqu’un neuromédiateur se fixe sur Félément post-synaptique grâce à un
récepteur adéquat, il produit un potentiel excitateur (ouverture de canaux Na ou Ca2) ou
inhibiteur (ouverture de canaux Ci ou K). Aussi, le rôle du neurone est d’intégrer les
messages post-synaptiques pour moduler sa propre production de potentiels d’action. La
polarité apparente des potentiels enregistrés à la surface des électrodes dépend alors de la
nature excitatrice ou inhibitrice du signal généré.
Le soma d’un neurone est ainsi le lieu d’une addition d’effets excitateurs et
inhibiteurs. Toutefois, il est généralement admis que les courants générés par une seule
Figure 20. Configuration quadripolaire associée au
courant propagé par un potentiel d’action 244
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cellule seraient trop faibles pour pouvoir être détectés 252,253 En effet, seuls les courants
générés par l’activité synaptique synchrone d’une population de neurones de même
orientation (entre iO et 1O), engendrent un potentiel électrique suffisant, perceptible à la
surface du crâne 252,253 La présence d’une activité rythmique et superficielle indique
clairement qu’il existe une synchronisation entre les synapses. Celle-ci provient d’une
superposition des dipôles dans l’espace et dans le temps entraînant l’addition de plusieurs
potentiels individuels à des niveaux décelables 245
Par conséquent, deux facteurs jouent un rôle dans le signal EEG:
l’alignement des cellules et le synchronisme des décharges électriques cellulaires (Fig. 21).
L’effet net sur le potentiel de surface serait nul si les cellules étaient organisées de manière
aléatoire ou si les potentiels postsynaptiques étaient asynchrones 245 Les courants résultant
de l’activité d’une macrocolonne de neurones sont modélisés par un dipôle de courant, dont
la direction est donnée par l’orientation principale des dendrites (i.e. perpendiculairement à
la surface corticale) et dont l’amplitude représente l’intégrale des densités de courant dans
la colonne considérée 245
figure 2]. Alignement des cellules pyrwnidaÏes et potentiel de suiface induit par l’activité
neuronale 244
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C,’ 4.2. Apparei]]age
Les différences de potentiels créées par les neurones sont captées à la surface du
crâne puis amplifiées et inscrites. En électroencéphalographie de routine, ces trois étapes
sont réalisées respectivement par les électrodes, les amplificateurs et les enregistreurs.
4.2.1. Électrodes
Elles assurent la captation et la transmission de l’activité électrique cérébrale
vers les amplificateurs. Deux types d’électrodes dites «non polarisables » sont utilisés pour
les mesures chez l’animal. Les électrodes en aiguille sont directement insérées dans le tissu
sous-cutané du crâne. Les électrodes circulaires, en argent recouvert de chlorure d’argent,
sont enduites d’une pâte conductrice destinée à diminuer l’impédance de contact avec le
scalp (1 à 5 K) et sont maintenues en place par collage 242
Les électrodes sont disposées en plusieurs points du crâne, correspondant à
une localisation anatomique du cerveau (frontale, centrale, pariétale, temporale, occipitale),
symétriquement par rapport à une ligne médiane. Les dérivations sont constituées par des
couples d’électrodes entre lesquelles on enregistre une différence de potentiel. Les
montages doivent permettre d’identifier de manière exacte et simple les évènements EEG
locaux et diffus. Les plus couramment utilisés sont dits bipolaires, transversaux ou
longitudinaux car ils permettent d’explorer la surface du scalp dans les deux directions
242,254 Ils consistent à relier les électrodes par paires à un amplificateur, avec généralement
trois électrodes en ligne, dont l’une est commune (Fig. 22 a). Les évènements enregistrés
ainsi dans les deux canaux apparaissent de manière réciproque 242,254 Par ailleurs, les
montages référentiels enregistrent le potentiel de chaque électrode par rapport au potentiel
d’une électrode de référence, indifférente à l’activité cérébrale (Fig. 22 b) 242,254 En
fonction de celle-ci, chaque électrode active peut donner une information topographique.
De cette manière, les évènements ne sont pas réciproques mais leur amplitude varie plutôt
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en fonction de la distance entre les électrodes actives et la référence 242,255 Cependant,
qu’elle soit céphalique ou extra-céphalique, l’électrode de référence est rarement
indifférente. Souvent, elle enregistre des tensions cérébrales par simple contiguïté, ou
encore, des artefacts provenant de l’électrocardiogramme dont la tension est mille fois plus
élevée 256 Par conséquent, ces inconvénients ont beaucoup réduit l’utilisation des montages
référentiels au profit des montages bipolaires.
a b
o
Figure 22. a) Montage bipolaire. b) Montages combinés: bipolaire et référentiel 242
4.2.2. Amplificateurs
Les appareils enregistreurs utilisés en électroencéphalographie doivent
mettre en évidence, après les avoir amplifiées, des tensions de l’ordre de 5 (tension
normale) à 200 tV (paroxysme) et dont les fréquences oscillent entre 0,2 et $0 242,254,257
Pour cela, ils comportent un certain nombre d’étages (amplificateurs différentiels), de sorte
qu’à la sortie, un signal de 50 tV représente une déflexion de 5 ou 10 mm. Ainsi, leur
précision est généralement de l’ordre de 90% pour une bande passante de 0,1 à 100 Hz
242,254,257 De plus, ils permettent de discriminer les signaux bioélectriques locaux des
signaux diffus provenant de l’électrogenèse cardiaque ou musculaire. Par ailleurs, les
A
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amplificateurs différentiels possèdent des filtres capables de supprimer l’amplification des
basses fréquences en vue d’éliminer des oscillations lentes provenant de signaux non
bioélectriques (« constante de temps » 242,254,257 Des filtres passe-bas sont également
disponibles pour supprimer les fréquences rapides qui ne sont pas d’origine cérébrale et
dont l’inscription gêne la lecture du tracé 242,254,257 Enfin, ces appareils disposent d’un filtre
spécial à 60 Hz qui permet d’éliminer la fréquence du réseau de distribution alternatif
responsable d’importantes perturbations 242,254,257 À partir du dispositif d’amplification, le
signal est ensuite transmis à un enregistreur à plume ou stocké sous forme de données
numériques dans un ordinateur pour une analyse automatique.
4.3. Interprétation du signal EEG
Il existe deux méthodes d’interprétation du signal EEG, l’inspection visuelle et
l’analyse automatique par ordinateur. Bien que l’analyse visuelle puisse paraître empirique,
elle fournit des informations utiles lorsqu’elle est pratiquée par des personnes
expérimentées.
4.3.1. Analyse visuelle
Le signal est constitué d’une activité de fond et d’évènements passagers,
focaux, multifocaux ou généralisés. Les activités de fond sont caractérisées par leur
fréquence et leur amplitude. La fréquence est définie comme le nombre de fois que l’onde
change de polarité par seconde et son unité est en Hz. L’amplitude réfère à la valeur de ces
changements en terme de voltage. Mesurée depuis le pic négatif jusqu’au pic positif ou vice
versa, sa valeur est généralement comprise entre 20 et 100.jiV. Chez le chien, ce rythme est
compris entre 0,5 et 30 242 Quatre bandes de fréquence ont été définies : 0,5-3,5 Hz (delta),
3,5-7,5 Hz (thêta), 7,5-13,5 Hz (alpha), 13,5-25 Hz (bêta).
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Les évènements passagers sont furtifs et durent moins de quelques secondes.
Leur forme est distincte de celle de l’activité de fond qu’ils superposent ou remplacent. Ils
peuvent être normaux ou pathologiques. Ainsi, les décharges paroxysmales sont des
évènements passagers anormaux associés à des crises. Bien que furtifs, les artefacts ne sont
pas considérés comme des évènements passagers 242
Avec l’expérience, beaucoup d’ artefacts peuvent être identifiés au moment
de l’interprétation. Il est néanmoins recommandé de noter tous les évènements susceptibles
d’en provoquer pendant l’enregistrement. Les plus courants sont ceux reliés aux
mouvements, à l’électrocardiogramme, la respiration et moins souvent à la déglutition et
aux mouvements des mandibules 242 Les artefacts musculaires proviennent essentiellement
des muscles faciaux et de la mastication. Ils causent des fréquences élevées, intermittentes
ou continues, pouvant obscurcir complètement l’activité de fond. Cependant, ils
disparaissent rapidement lorsque l’animal est anesthésié ou après une injection de lidocaïne
242 Les artefacts liés à la respiration sont des ondes lentes, synchronisées avec les
mouvements de la tête et du corps et associées à l’inspiration ou l’expiration du chien
haletant. Difficilement identifiables lors de l’interprétation, des tests sont nécessaires au
cours de l’enregistrement pour s’assurer que l’activité lente mesurée provient bien du
cerveau 242 Les mouvements des yeux provoquent également des ondes lentes qui
interfèrent avec le signal, mais l’enregistrement parallèle de l’électrooculogramme aide à
identifier cet artefact. Celui-ci est souvent associé aux mouvements des paupières, de la tête
et par le fait même aux potentiels musculaires 242 Enfin, l’enregistrement de
l’électrocardiogramme est utile pour identifier le complexe QRS pouvant facilement être
confondu avec une pointe sur le tracé EEG 242
4.3.2. Analyse automatique
L’analyse automatique permet de quantifier le signal EEG 258 Le signal électrique
analogique produit par le cerveau est un signal continu, variant en fonction du temps,
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caractérisé par sa fréquence et son intensité. Comme toute information, il doit être
transformé sous forme binaire pour être manipulable par un ordinateur; c’est l’opération de
conversion analogique-digitale (ou numérisation) qui a lieu en trois étapes: le signal est
d’abord découpé en segments de durées égales puis échantillonné à fréquence fixe pour en
donner une valeur comprise entre un minimum et un maximum. La fréquence
d’échantillonnage doit être au moins le double de la fréquence maximale du signal
(théorème de Shannon) pour éviter toute perte d’information. En effet, des interférences
proches de la fréquence d’échantillonnage peuvent générer un signal «fantôme » de basse
fréquence (phénomène d’« aliasing »). En général, pour le traitement de l’EEG, on
échantillonne à une fréquence de 100 Hz 257 La hauteur de chaque segment est alors
quantifiée (en prenant une valeur moyenne) puis codée sous forme numérique. Plus la
longueur du mot binaire utilisé pour représenter la hauteur est grande, plus on peut définir
de niveaux différents d’intensité et plus la précision sera importante.
La séquence de traitement comporte une première phase simple visant à améliorer la
qualité du signal (extraction du bruit de fond, amplification, filtration) puis une étape de
traitement analytique permettant l’extraction de paramètres divers par des méthodes
mathématiques.
Pour quantifier le signal numérique provenant du EEG 259 l’analyse de
Fourier est la plus courante (Fig. 23). Elle permet de calculer le spectre de puissance du
signal dans les quatre bandes de fréquences: delta (0-3,5 Hz), thêta (3,5-7,5 Hz), alpha
(7,5-13,5 Hz) et bêta (13,5-25 Hz) 241 Elle décompose chaque tronçon du signal EEG en
une somme de sinusoïdes de fréquences et de voltage différents, de manière à ce que leur
superposition redonne le signal EEG initial. Selon la fréquence d’échantillonnage, certaines
approximations sont acceptées pour accélérer le calcul : c’est la transformée de Fourier
rapide ou FF1’ qui transforme un tronçon de EEG (c’est-à-dire un voltage variant au cours
du temps) en son spectre de fréquences. Ce dernier représente en abscisse les différentes
fréquences des sinusoïdes qui composent le signal et en ordonnée leur voltage ou leur
puissance. Les résultats bruts sont alors représentés sous forme de puissance absolue ou
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D’autres paramètres tels que le rebord spectral
95%, représentant la fréquence en dessous de
laquelle se trouve 95% de la puissance totale ou le -
frequence (Hz) Nbre U ondes Amplitude (iV)
rebord spectral 50% (fréquence médiane) peuvent
être employés. Ces derniers ont le désavantage de
10 35
dépendre des changements survenant dans 12 2 74
15 4 110
l’ensemble des bandes 241 Tous ces paramètres 20
Total
sont utilisés pour mesurer l’effet d’un médicament
agissant sur l’activité électrique des neurones, Figure 23. Comparaison schématique de l’analyse
defouner et de l’analyse apenodique -
mais il s’agit de choisir le plus pertinent d’entre
eux. Bien que d’un point de vue physiologique les
bandes de fréquence soient indépendantes les unes des autres, leurs limites ne sont pas
strictes et peuvent varier selon les espèces, les populations ou encore les conditions
expérimentales 241
C relative dans les différentes bandes de fréquence.
Cette méthode d’analyse a été utilisée pour traiter
les données brutes de EEG après l’administration
de RMF chez le chien anesthésié, dans le cadre de
ce projet de recherche 260 Il faut noter que la FFT
assume un signal périodique en tout temps; mais
en réalité, il est rare que le tronçon du EEG
sélectionné pour l’analyse soit le multiple d’un
cycle périodique. Ces irrégularités contribuent à la
défaillance du spectre de puissance appelé
«spectral leakage ». Pour prévenir ce phénomène,
on applique une fenêtre correspondant à un filtre
dans le temps qui impose une régularité au signal
EEG.
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Aiialyse de Fourier
.4. Époch(lsec) -
fréquence (Hz) Amplitude (‘iV)
1 __—_ 50
2 60
3
.—_-.____—._____——..____- 70
4 90
6 %/\f\\J(\J\Jf\\/\ 110
8 70
12 ‘\JV\tV\f\J\J\f\JV\.?\’ 60
16 tV.fVVV\.fVVsA?\f\fI\t\A 50
21 30
26 ..w 20
Analyse apériodique
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Par ailleurs, l’analyse apériodique constitue une méthode alternative pour
quantifier le signal EEG (fig. 23)241. Elle se base sur une analyse par onde et compte le
nombre de fois que le tracé EEG croise la ligne isoélectrique par unité de temps (fréquence
moyenne) et la puissance totale du signal EEG. Les paramètres de base qui en découlent
sont le nombre d’ondes et les amplitudes totales, dans les bandes de fréquences
sélectionnées. Ils définissent la puissance des signaux mais peuvent changer de façon
indépendante sous l’effet d’une drogue. Les deux méthodes analytiques ont conduit aux
mêmes relations temps / effet lors de l’analyse pharmacodynamique de l’heptabarbital et
semblent, par le fait même, équivalentes 241
Enfin, l’indexe bispectral (BIS) est une nouvelle technique d’analyse
spectrale proposée comme une mesure pharmacodynamique de l’effet anesthésique sur le
système nerveux central 261 Les différentes sinusoïdes du spectre de fréquence peuvent être
synchronisées entre elles, c’est-à-dire atteindre leur valeur maximale en même temps ou, à
l’inverse, de façon aléatoire. Entre ces extrêmes, tous les intermédiaires existent. Le degré
de synchronisation des différentes sinusoïdes entre elles est à la base de l’analyse
bispectrale (BIS) de l’EEG. Celle-ci examine deux à deux les sinusoïdes qui composent le
spectre et recherche celles qui sont corrélées, à la fois par l’amplitude et par la phase
(déflexion du signal par rapport à la ligne de base). Puis, elle fait le rapport de leur
puissance sur la puissance totale pour bfitir un indexe bispectral variant de O à 100. Une
valeur de BIS proche de 100 correspond à l’absence de corrélation de phase et se rencontre
chez le sujet éveillé. Lorsque cette valeur est basse, elle témoigne de la présence dans le
spectre de nombreuses sinusoïdes liées par leur phase et indique une anesthésie profonde
261 Le mouvement à l’incision de la peau est souvent utilisé comme le premier signe d’un
niveau d’anesthésie inapproprié, du fait que c’est un paramètre bien défini, et cliniquement
probant. L’étude de Sebel démontre que le BIS est un bon indicateur du niveau de
conscience puisqu’il prédit de manière significative les réponses à l’incision avec des
agents tels que le propofol ou l’isoflurane 262 Il existe également une bonne corrélation
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entre les changements du BIS et le degré de conscience apprécié selon une échelle
•
• 263d observation chez des patients sous propofol
4.4. Caractéristiques des tracés EEG chez le chien
Des tracés EEG chez le chien ont été enregistrés cliniquement sans prémédication
2M
sous sédation 238,265 et même sous anesthésie générale 266,267
4.4.1. États normaux de conscience
Les activités de fond chez les animaux normaux varient en fonction de l’état
d’éveil ou de sommeil dans lequel ils se trouvent 268 Pour effectuer des interprétations
exactes des tracés EEG, les différents états de vigilance doivent être bien connus. fis
comprennent: l’éveil, le rythme alpha, la sédation, le sommeil lent, et le sommeil
paradoxal 268
C
,
— , — • — •
— , • —L etat d eveil est caractense par un comportement alerte; Ï animal repond
aux perturbations environnementales, avec des mouvements inquisiteurs de la tête, des
yeux et des oreilles. Les activités de fond de cet état sont de faible amplitude (< 20 mV), et
les fréquences élevées (15-25 Hz) prédominent. Les artefacts musculaires sont nombreux
242
Le rythme alpha stable est rapporté chez le chien lorsque l’animal, maintenu
dans une ambiance calme, ferme les yeux. Ces périodes sont courtes (8-15 s) et sont
généralement suivies, soit d’une période de haute fréquence correspondant à l’éveil de
l’animal ou d’une période de basse fréquence si celui-ci s’endort 269,270 Pour identifier les
rythmes alpha, une stimulation de la réactivité de l’EEG est nécessaire.
Pendant la sédation, les chiens sont couchés avec les yeux partiellement ou
complètement fermés mais peuvent s’éveiller à la moindre stimulation extérieure. Les
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fréquences prédominantes sont les ondes de fréquences 6-8 Hz et 10-20 Hz d’une
amplitude de 10-20 tV 242 S’ils ne sont pas dérangés les chiens entrent dans une phase de
sommeil profond.
Pendant le sommeil lent, les chiens sont couchés et apparemment insensibles
aux perturbations environnementales, seuls des stimuli forts peuvent les réveiller. Les
rythmes prédominants sont de basse fréquence 2-4 Hz, superposés par des amplitudes plus
faibles dans des fréquences entre 6-10 Hz. Les amplitudes dans cette phase atteignent
parfois 100 tV 242
Pendant la phase de sommeil paradoxal, les fréquences des ondes
prédominantes augmentent et les amplitudes diminuent. Les activités de fond ressemblent à
celles de l’éveil. Cette phase s’accompagne de mouvements oculaires, des pattes et de la
gueule ainsi que de sons 242
Certains évènements passagers normaux peuvent apparaître pendant le
sommeil lent (complexes K) 254,271 le sommeil paradoxal (pointes), lors de stimuli auditifs
pendant la sédation (pointes vertex) 267 ou lors des mouvements oculaires (rafales 4 à 6 Hz)
271
4.4.2. Effets des opkiides sur le tracé EEG
Les effets d’une dose de narcotique injectée par voie iv ont été étudiés chez
le chien par des méthodes visuelles et automatisées (Fig. 24). Une analyse quantitative a été
effectuée sur une période de 60 min suivant l’injection de morphine, de fentanyl, de
sufentanil et d’alfentanil 272 Elle comprenait l’analyse de la puissance spectrale de trois
dérivations à l’aide d’un programme de transformé de Fourier sur des intervalles ou épochs
successifs (5,12 s). La puissance a été calculée dans 7 bandes de fréquences prédéfinies
0,5-3,5 Hz (delta), 3,5-7,5 Hz (thêta), 7,5-9,5 Hz (alpha 1), 9,5-13,5 Hz (alpha 2), 13,5-17,5
Hz (bêta 1), 17,5-25 Hz (bêta 2), >25 Hz 272
Université de Montréal
64
La morphine, le fentanyl, le sufentanil et l’alfentanil augmentent l’amplitude
et diminuent la fréquence de l’EEG chez le chien dans les structures étudiées. L’activité
prédomine dans les bandes de fréquence thêta et delta 272 De plus, ces molécules
provoquent des rafales en pointes dans les dérivations corticales. Celles-ci apparaissent
sous forme d’ondes effilées biphasiques dont la fréquence est plus faible que les rafales
apparaissant pendant le sommeil naturel. Ces évènements sont plus prononcés avec
l’alfentanil, qu’avec les opioïdes de plus longue durée d’action comme la morphine. Enfin,
des complexes de pointe ou poly-pointe sont observés dans les dérivations corticales et
sous-corticales. Ces évènements passagers demeurent isolés, peu fréquents et ne sont pas
associés à des signes cliniques de crises liés aux doses administrées 272 Toutefois, certaines
différences existent entre les molécules. Ainsi, l’augmentation de la puissance dans la
bande delta est de courte durée pour le fcntanyl. Le sufentanil augmente la puissance dans
la bande alpha 2 (9,5—13,5 Hz), et l’alfentanil augmente la puissance dans la bande thêta
plus longtemps que dans la bande delta 272
La contribution de la bande de fréquence delta à la puissance totale du signal
augmente et celle de la bande bêta diminue avec tous les narcotiques. Ceci confirme qu’ils
augmentent l’activité lente et diminuent l’activité rapide. Contrairement à ses analogues,
l’alfentanil diminue la contribution relative de la bande thêta. Ceci signifie que
l’augmentation en delta est nettement plus importante qu’en thêta, malgré une
augmentation de la puissance dans l’ensemble des bandes 272
AWentanil Fentanyl
Éveil
Stade I
Ralentissement tasettes a
Ralentisse:ent. activité O
Ratenssernentx, tivité 6
501iV 1 sec.
figure 24. États des EEG induits par Ï ‘afentanil et tefentanyl
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4.5. EEG et quantification de l’effet narcotique
L’analyse quantitative du signal EEG a permis d’évaluer le potentiel
pharmacologique de certains psychotropes ainsi que leur relation PK-PD en vue
d’optimiser les thérapies. En effet, les changements induits par ces drogues au niveau de
l’EEG constituent un suivi pharmacodynamique idéal puisque les mesures sont continues,
objectives, sensibles et reproductibles 241
C’est ainsi que le rebord spectral 95% a été utilisé pour modéliser les effets
centraux du fentanyl, de l’alfentanil et du sufentanil chez l’Homme 45,48 Les relations
concentration-effet ont été quantifiées en utilisant un modèle de sigmoïde Emax. Il a été
démontré que le fentanyl (tj,2 ko=6,4 mm) et le sufentanil (t112 k=6,2 mm) s’équilibrent
plus lentement que l’alfentanil (t1,2 ko=l,1 mm) avec le compartiment effet. Toutes les
molécules ont présenté le même effet maximal mais leur EC50 variait entre 520 tgJL, 6,9
.ig/L et 0,68 tg[L pour respectivement l’alfentanil, le fentanyl et le sufentanil.
Une étude a également comparé le profil pharmacodynamique du RMF, de son
métabolite et de l’alfentanil chez des chiens anesthésiés à l’isoflurane. L’activité en delta et
le rebord spectral 95% ont été employés pour le monitoring 20 Cette étude a permis de
déterminer que le RMF était environ 4500 fois plus puissant que son métabolite et
seulement 8 fois plus que l’alfentanil. Le temps d’équilibre sang/ceiweau était similaire
pour le RMf et l’alfentanil (3,5 mm) 20
S’il existe une bonne corrélation entre les changements du BIS et la probabilité de
réponse à l’incision de la peau avec des agents tels que l’isoflurane et le propofol 262,263,273
celle-ci devient moins significative en présence d’un opioïde. Au fur et à mesure que les
concentrations plasmatiques de médicament augmentent on note une suppression des
mouvements à l’incision de la peau sans qu’aucun changement significatif de la valeur du
BIS n’ait lieu 262 Ceci amène à distinguer entre les effets analgésiques et hypnotiques des
opioïdes. Des observations suggèrent que les substrats neuronaux du mouvement en
réponse à un stimulus nocicepteur serait distinct des générateurs corticaux de l’EEG 274,275
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La suppression du mouvement semble davantage médiée par des actions spinales qui ne
corrèlent pas toujours avec les effets sur l’EEG issu des fonctions corticales supérieures
comme la perte de conscience ou la mémoire 276 Par conséquent, la pertinence du
monitoring par le BIS est mise en cause lors de l’utilisation d’un opioïde, si l’absence de
mouvement à l’incision de la peau est utilisée pour définir l’efficacité. Ainsi, sous des
conditions anesthésiques stables, le RMF n’affecte pas la valeur du BIS mais
l’augmentation de celle-ci à la suite d’une stimulation nociceptive telle que l’intubation
orotrachéale et la laryngoscopie est le signe d’une analgésie insuffisante 277
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5. Modélisation PK-PD
Les évènements survenant depuis l’administration d’un principe actif jusqu’à l’obtention de
l’effet thérapeutique regroupent: la phase biopharmaceutique, au cours de laquelle le
principe actif contenu dans le médicament est mis à disposition dans l’organisme; la phase
pharmacocinétique qui correspond aux différents aspects (absorption, distribution,
métabolisme et élimination) du devenir du principe actif dans l’organisme en fonction du
temps; enfin, la phase pharmacodynamique qui implique l’interaction d’un principe actif et
d’un récepteur entraînant l’effet thérapeutique recherché. Ce chapitre est consacré aux
méthodes employées pour l’analyse pharmacocinétique des principes actifs et son
application dans la modélisation PK-PD.
5.1. Analyse pliarmacocinétique
La courbe concentration versus temps qui décrit le devenir du principe actif peut
être simulée à l’aide d’équations mathématiques qui constituent le modèle
pharmacocinétique et à partir duquel on calcule les paramètres pharmacocinétiques. Ceux-
ci relatent la biodisponibilité du principe actif (coefficient de résorption, effet de premier
passage), son niveau de distribution (taux de fixation protéique, volume de distribution),
son métabolisme (clairance métabolique) et son élimination (clairance rénale, clairance
totale, temps de demi-vie). Les paramètres pharmacocinétiques sont donc indispensables
pour prédire la concentration de médicament dans le plasma et dans le tissu quel que soit le
régime posologique, pour individualiser la dose optimale à administrer et pour estimer
l’accumulation éventuelle du médicament ou des métabolites. De plus, ils permettent de
relier les concentrations plasmatiques aux effets pharmacologiques ou toxiques. Les
analyses pharmacocinétiques les plus courantes emploient des modèles non
compartimentaux, compartimentaux et physiologiques.
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CN 5.1.1. Modèles non compartimentaux
La méthode d’analyse non compartimentale a initialement été introduite de
manière générale par Yamaoka 278. par la suite, Cutier et ses collaborateurs l’ont appliquée
pour calculer un temps d’absorption moyen 279 Elle repose sur la théorie des moments
statistiques qui décrit des fonctions de probabilité de densité. En effet, on considère que la
variation des concentrations plasmatiques d’un médicament, après une dose unique, décrit
une courbe de distribution statistique. Le temps de séjour moyen dans l’organisme est alors
calculé comme étant le rapport du premier moment statistique (AUMC) sur le moment
zéro, qui représente l’aire sous la courbe de zéro à l’infini (AUC0). Le principal avantage
de cette méthode est qu’elle ne requiert aucune modélisation pour estimer des paramètres
pharmacocinétiques tels que le volume de distribution à l’équilibre 280 le temps de
résidence moyen (TRM) dans l’organisme 2$0,2$1 et dans les tissus périphériques 282-285 et la
clairance 286 En revanche, elle nécessite des prélèvements sanguins fréquents et précis,
puisque seules les données brutes sont utilisées et on ne lui attribue qu’un rôle purement
descriptif.
5.1.2. Modèles compartimentaux ou déterministes
Les modèles pharmacocinétiques déterministes représentent l’organisme par
un ou plusieurs compartiments qui regroupent un ensemble d’organes ayant à peu près le
même débit sanguin et la même affinité pour un principe actif donné 287,288 C’est une
représentation simplifiée de la complexité de l’organisme, mais elle facilite l’écriture
d’équations différentielles d’ordre premier qui décrivent le transfert du principe actif entre
les compartiments. L’expression de la concentration plasmatique en fonction du temps
(C=f(t)) et les constantes de vitesses des divers aspects du devenir du principe actif dans
l’organisme sont alors déterminées 28$ Sur la base de données expérimentales, l’analyse
compartimentale s’effectue en partie au moyen de la méthode des résidus. De plus, des
calculs de régression non linéaire permettent de préciser les valeurs des paramètres
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pharmacocinétiques tout en minimisant la somme des carrés des écarts entre les
concentrations mesurées et celles prédites par le modèle. Les modèles sont construits selon
le principe de parcimonie qui privilégie le modèle le plus simple, et comprennent un, deux,
parfois trois compartiments. Ils sont décrits pour différentes voies d’administration
(intraveineuse, extravasculaire), en dose unique, continue ou répétée. Pour toutes les
combinaisons possibles, les expressions mathématiques et graphiques de la concentration
plasmatique en fonction du temps, ainsi que la résolution des paramètres
pharmacocinétiques ont largement été décrites dans la littérature. Nous développerons, à
titre d’exemple, les équations relatives à un modèle bicompartimental avec une perfusion.
5.1.2.1. Modèle monocompartimental
Lorsqu’un médicament est administré par la voie intraveineuse, il est
directement accessible pour la distribution et l’élimination. Souvent, il se distribue
rapidement au niveau tissulaire sans qu’il soit possible de distinguer une phase nette de
distribution. Pour décrire la concentration plasmatique en fonction du temps, un modèle
pharmacocinétique monocompartimental est utilisé, suivant lequel les changements des
concentrations plasmatiques entraînent immédiatement un changement proportionnel des
concentrations tissulaires.
5.1.2.2. Modè]e bicompartimental, résolution après une perfusion
En général, les concentrations tissulaires ne sont pas les mêmes d’un
tissu à l’autre et elles ne sont pas nécessairement égales aux concentrations plasmatiques.
Elles dépendent de l’affinité du médicament pour les différents tissus et de l’irrigation
sanguine au niveau de l’organe. En effet, les reins, le foie et les poumons sont très perfusés
alors que le muscle, les os, les tissus cartilagineux et les graisses le sont beaucoup moins.
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Dans un modèle bicompartimental, on suppose que les compartiments tissulaires où
l’équilibre est obtenu très rapidement font partie du compartiment central, les autres
représentant le compartiment périphérique. Ce modèle ne permet pas d’identifier les
organes appartenant à l’un ou l’autre des compartiments, c’est uniquement un outil
permettant d’expliquer le devenir du médicament dans l’organisme à partir des
concentrations dans le compartiment de prélèvement et d’évaluer les paramètres liés à la
distribution et à l’élimination.
Le déclin plasmatique de nombreux médicaments en fonction du
temps est biexponentiel et peut être représenté par un modèle à deux compartiments. On a
longtemps assumé que l’élimination avait lieu exclusivement à partir du compartiment
central afin d’uniformiser l’approche de tous les auteurs 289 En effet, les principaux sites
responsables du métabolisme et de l’excrétion des médicaments (foie, reins, bile) étant bien
perfusés, on peut aisément les assimiler au compartiment central. Ainsi, après une
perfusion, les concentrations plasmatiques sont exprimées par l’équation biexponentielle
suivante 290
ko(k21—a)(1—e°T)
_ ko(f3—k21)(1—eT)
— -C = e + e equation 1
Via(a—13) Vif3(a—F3)
Où k0 représente la vitesse de perfusion, k21, la constante de vitesse de transfert du
compartiment 2 vers le compartiment 1, o et f3, les constantes hybrides des phases de
distribution et d’élimination, V1, le volume central de distribution et T, le temps de la
perfusion. Cette équation générale décrit le devenir du principe actif dans le plasma pendant
et après l’arrêt de la perfusion.
Pendant la perfusion l’équation se résume à 290:
ko ( f3—kio kio—
-pt -C
= I 1+ e + e i equation 2Vik;o a—f3 j
Où k10 représente la constante de la vitesse d’élimination à partir du compartiment central.
La concentration plasmatique pendant la perfusion, augmente jusqu’à une valeur constante
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à laquelle la clairance plasmatique équivaut à la vitesse de perfusion. Après 4 demi-vies, la
concentration plasmatique atteint 90% de la concentration à l’équilibre et 99% après 7
demi-vies.
À l’arrêt de la perfusion l’équation générale devient 290:
C = R eGt + S et équation 3
où t’ représente le temps après l’arrêt de la perfusion. Les coefficients R et S sont reliés aux
coefficients A et B. Ils représentent l’intersection avec l’axe des ordonnées à l’arrêt de la
perfusion et s’expriment par:
ko(a—k21)(1—eT)R= equation4
Vi 1 (ci — [3)
ko(k21—F3)(1—eT) -S = equation 5
Vi F3 (Q — [3)
Une fois que Œ, [3, R et S ont été déterminés A et B peuvent être calculés de la manière
suivante 290
RXoci -A = equation 6
ko (1
— e
_QT)
SXo[3 -
equation7
ko (1— eT)
Où Xo représente la dose totale reçue. Ces équations sont très utiles, dans la mesure où les
médicaments sont souvent administrés sous forme de perfusion à cause de leur faible
solubilité ou de leurs effets secondaires (exemple du RMF). Si l’équilibre est atteint, les
équations décrivant R, S A et B deviennent alors 290:
ko(ci—k21) -R = equation 8
Vici(ci—[3)
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ko(k21—13) -
equation9
V113(a—13)
RXoC -A = equation 10
ko
SXoF3B = equation 11
ko
Pour des molécules dont la demi-vie est longue, le temps nécessaire pour atteindre
l’équilibre entre le compartiment central (sang) et les compartiments périphériques est long.
On peut alors administrer une dose de charge afin d’obtenir immédiatement la
concentration ciblée et tenter par la suite de la maintenir par une perfusion constante. La
dose de charge (D) et la vitesse de perfusion sont calculées de la manière suivante 290:
DCssxVi équation 12
kotCssxVixkio équation 13
5.1.2.3. Équations généralisées pour les 3 types de modè]es
bicompartimentaux
En réalité, il existe trois types possibles de modèles
bicompartimentaux, selon que l’élimination ait lieu à partir du compartiment central, du
compartiment périphérique ou des deux simultanément (Fig. 25) 2$$
Modèle a Modèle b Modèle c
figure 25. Les trois modèles pÏzannacocinétiques possibles à deux compartiments
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Mathématiquement, les trois modèles mènent à une équation biexponentielle de type 289:
C = Ae_Qt + Be_t équation 14
De plus, les mêmes approches sont employées pour dériver les relations entre les
microconstantes k12, k21, k10, et k20 et les constantes hybrides Œ, , A et B.
La relation mathématique existant entre les constantes hybrides et les microconstantes est la
suivante:
a+r3=E1+E2 équation 15
E1 et E2 représentent la somme des constantes de vitesse sortant respectivement des
compartiments central et périphérique. Leur valeur est indépendante du site d’élimination et
demeure la même quel que soit le type de modèle choisi 290 Par conséquent, si k20
augmente, les microconstantes de vitesse vont obligatoirement changer pour préserver la
valeur de E2.
Comme pour tous les modèles à deux compartiments, l’aire sous la courbe est exprimée par
290
ABAUC=—+— equation 16
Par ailleurs, des chercheurs ont généralisé les équations pour le calcul des paramètres
pharmacocinétiques à partir de tous les modèles bicompartimentaux 291,292 Certains d’entre
eux (Vd, Vdp, TRM, X0) dépendent du site d’élimination et par le fait même du type de
modèle choisi 292 En revanche, les paramètres tels que l’aire sous la courbe, le volume de
distribution central et la clairance sont indépendants du site d’élimination 292
Le volume de distribution apparent est un paramètre pharmacocinétique qui relie
proportionnellement la quantité de médicament dans l’organisme à la concentration
observée dans le plasma à un temps donné. Il n’a aucune signification physiologique et peut
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aussi bien être inférieur, égal ou supérieur à la masse corporelle. Ce dernier cas laisse
toutefois supposer que le médicament s’accumule dans certains tissus pour lesquels il
possède une affinité particulière. Le volume du compartiment central (V1) représente le
volume occupé par la totalité du médicament immédiatement après l’injection. Il s’exprime
par
292•
Dose
-Vi equation 17
A+B
La clairance plasmatique est définie comme étant le volume de plasma épuré du
médicament par unité de temps. Sa valeur est indépendante du site d’élimination du fait
qu’elle repose sur les concentrations observées 292
k2oki2CI=Vi kio+ equationl8
E2
Au cours de la distribution, le volume apparent initial (V1) augmente progressivement 293
Le volume de distribution à l’équilibre (Vd) représente le volume lorsque la quantité dans
le compartiment 2 atteint sa valeur maximale au temps Tm. C’est une valeur ponctuelle si
le médicament est administré sous forme de bolus. L’équation définissant le volume de
distribution à l’équilibre dérivée par Riggs (1963) assumait une élimination du
compartiment central exclusivement, son expression généralisée pour les trois modèles
bicompartimentaux devient 292.
k12Vdss=Vi+V2=Vi+Vi— equation 19
E2
Où V2 représente le volume de distribution du compartiment périphérique.
Durant la phase d’élimination, lorsque l’équilibre de pseudodistribution est atteint (segment
linéaire de la phase d’élimination), le volume de distribution apparent tend vers une valeur
limite appelée Vd 293-295 Le volume de distribution à l’équilibre de pseudo-distribution
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(Vd) relie donc la concentration plasmatique à la quantité de médicament présent dans
l’organisme pendant la phase d’élimination. L’expression généralisée de son équation est la
suivante 292
k12Vd=Vi+V2=V1+V1 equation2O
E2 —f3
La quantité de médicament dans le compartiment 2 (X2) est parfois utile à connaître,
notamment lorsque les récepteurs pharmacologiques sont localisés dans les tissus
périphériques 296
ki ko (i - eT)et + k12 ko - eT )et équation 21
f3(a-f3)
En somme, les équations des paramètres pharmacocinétiques généralisées aux modèles de
type a, b et c (Fig. 25) démontrent que Vdj et X2 sont des paramètres qui dépendent
du site d’élimination. Par conséquent, leur valeur sera différente selon le type de modèle
retenu pour l’analyse 292
Même si les équations des paramètres pharmacocinétiques peuvent être dérivées pour les
trois types de modèles bicompartimentaux, il n’en demeure pas moins que le modèle b n’est
pas identifiable et les solutions possibles pour les valeurs des quatre microconstantes (k12,
k21, k10 et k20) sont infmies 290 En effet, dans tous les modèles déterministes le nombre
maximal de constante de vitesse résoluble Z, est donné par 290:
Z=2(N—1)÷1 équation22
Où N représente le nombre de compartiments. Par conséquent, pour un modèle à deux
compartiments, seulement trois constantes de transfert peuvent avoir des solutions uniques.
De plus, aucune constante de transfert ne peut être calculée de manière indépendante 290
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5.1.2.4. Concept d’élimination périphérique
Certains nouveaux médicaments développés en anesthésie subissent
une hydrolyse enzymatique (mivacurium, RMF, atradurium) ou chimique (atracurium, cis
atracurium) indépendante des principaux organes d’élimination 297 Celle-ci peut avoir lieu
aussi bien dans le compartiment central que dans le compartiment périphérique. Il a été
précédemment démontré que des modèles pharmacocinétiques traditionnels, assumant une
élimination centrale (modèle a), ne sont pas adaptés pour décrire le profil
pharmacocinétique de ces nouvelles molécules et conduisent à une sous-estimation des
paramètres dépendants du site d’élimination comme le volume de distribution à l’équilibre
et le volume de distribution à l’équilibre de pseudo-distribution 292 L’incidence clinique est
importante si l’on considère que le volume de distribution à l’équilibre sert à calculer les
doses de charge. Le modèle bicompartimental assumant une élimination à la fois des
compartiments central et périphérique, a alors été introduit par Ward et ses collaborateurs
(modèle b). Cependant, comme on l’a vu précédemment, ce modèle n’est pas identifiable et
l’estimation des paramètres dépendants du site d’élimination par le calcul des aires sous la
courbe est, dans ce cas, erroné 298 Ainsi, pour contourner ce problème, Fisher et ses
collaborateurs ont suggéré de fixer la constante d’élimination du compartiment
périphérique à celle obtenue suite à des incubations in vitro dans le plasma (k2ok vitro) 299
En l’absence de données in vitro pour un patient donné, on peut aussi avoir recours, avec
prudence, aux valeurs de la littérature 300303rn Bien que judicieuse, cette approche n’est pas
valable pour des molécules dont l’hydrolyse est enzymatique 297 En effet, l’activité
enzymatique dans le plasma ne représente pas toujours celle à la périphérie de par la nature
même des enzymes et leur distribution 30306 Enfin, une autre approche consiste à fixer
k20=13, lorsqu’il a été démontré que la pente d’élimination in vivo est similaire à la valeur de
vitro (atracurium, succinylcholine) 307•
L’approche tenant compte de l’élimination périphérique corrige
l’estimé des paramètres qui dépendent du site d’élimination. Néanmoins, en dehors du fait
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f que la valeur attribuée à k20 n’est pas toujours évidente, ce modèle conduit à d’importantes
aberrations. En effet, quelle que soit la valeur de k20, la concentration dans le compartiment
périphérique demeure inchangée ‘! Ce résultat provient du fait que les volumes de
distribution employés pour calculer les concentrations périphériques sont dérivés en
assumant un état d’équilibre entre les concentrations centrale et périphérique. Il constitue
alors la principale limite de ce modèle et remet en question sa pertinence physiologique .
5.1.3. Modèles physiologiques
Les compartiments, dans une analyse pharmacocinétique déterministe,
représentent des boîtes noires qui ne renvoient pas à des entités anatomiques. Ainsi, le
modèle ne permet pas de calculer la concentration du principe actif dans un organe ou un
tissu donné. En 1968, Bishoff et Dedrick ont introduit le modèle physiologique en
pharmacocinétique 308• En se basant sur les caractéristiques anatomiques et physiologiques
des organes (taille, débit sanguin, perméabilité membranaire, clairance métabolique) ainsi
que sur les caractéristiques physico-chimiques du principe actif, il est possible d’élaborer
un modèle pharmacocinétique physiologique comprenant autant de compartiments qu’il y a
d’organes recevant le principe actif. Pour le simplifier on peut également regrouper les
tissus ayant à peu près le même débit sanguin et la même affinité pour une molécule donnée
308 Ce modèle donne une idée plus précise du devenir du médicament dans l’organisme,
permet de mieux déceler les variables physiopathologiques susceptibles de modifier la
pharmacocinétique du principe actif et facilite grandement la transposition à l’Homme de
données issues de l’expérimentation animales. En effet, les masses de différents organes, la
liaison aux protéines, la capacité métabolique, et le débit sanguin chez l’Homme et chez les
autres espèces animales sont souvent bien documentés
Les modèles compartimentaux et physiologiques ont l’avantage de pouvoir
inclure des processus non linéaires et d’être par le fait même, plus complexes 309 Les
modèles physiologiques ont la particularité de pouvoir représenter des compartiments qui
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conservent chacun un rôle physiologique distinct. De plus, ils peuvent être connectés par
une voie nerveuse ou humorale pour moduler les réponses dans une région donnée
Enfin, ces modèles peuvent tenir compte de changements dans les conditions
expérimentales initiales comme le débit sanguin pendant l’anesthésie, le rythme circadien
ou l’activité enzymatique Toutefois, les informations nécessaires pour construire ce
type de modèle ne sont pas facilement accessibles, ce qui en limite beaucoup l’utilisation.
Peu importe l’approche retenue (non compartimentale, compartimentale, ou
physiologique), les paramètres calculés sont similaires si les modèles choisis sont adéquats
292
5.2. Analyse de la relation dose-effet
(J Les modèles pharmacocinétiques décrivent l’évolution de la concentration
plasmatique en fonction du temps et de la dose. Les modèles pharmacodynamiques sont
indépendants du temps, ils décrivent la relation entre la concentration et l’effet.
L’estimation des paramètres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’un principe
actif vise à caractériser la relation entre la dose et l’intensité de l’effet thérapeutique ou
toxique, en vue d’établir des schémas posologiques rationnels. La concentration représente
le terme qui relie ces deux modèles pour décrire l’ensemble de la relation dose-effet.
Cependant, la pharmacodynamie réfère aux concentrations de médicament au niveau du site
d’action. Celles-ci ne pouvant être directement estimées par des modèles
pharmacocinétiques, des modèles de liaisons PK-PD ont alors été introduits.
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Figure 26. Représentation schématique de la PK (a),
de la PD (b), de la relation dose-effet (c) et du
PK-PD (d)
5.2.1. Modèles pliarmacodynamiques
5.2.1.1. Effet fixe
Ce modèle associe la concentration du médicament à une réponse de
type «tout ou rien» 287 Il est possible de mesurer l’évolution de la fréquence d’une telle
réponse dans une population d’individus, en fonction d’une fourchette de concentrations
sanguines ou plasmatiques. De façon empirique, on observe souvent une distribution
normale de la fréquence en fonction du logarithme décimal de la concentration 287,310
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5.2.1.2. Modèle Emax
C’est le modèle le plus simple décrivant l’effet d’un médicament en
fonction de la concentration 287 Il est représenté par une fonction hyperbole:
EmaxC
equation23
EC50+C
Où E représente l’effet du médicament, C, la concentration et EC50, la concentration
produisant 50% de l’effet maximal. Ce modèle a surtout été utilisé pour décrire les
cinétiques enzymatiques (Michaelis Menten) ou de liaisons aux protéines 287,311
5.2.1.3. Modèle linéaire
Si les concentrations de médicaments sont faibles par rapport à la
EC50, l’effet est alors directement proportionnel à la concentration 287:
E=SxC équation 24
Où S représente la pente de la droite. Sa valeur tend vers le rapport: Emax/ EC50. Ce
modèle dérivé du précédant ne permet pas de défmir un effet maximal. Il se limite à une
description empirique de l’effet en fonction de la concentration.
5.2.1.4. Modèle sigmoide Emax
Hill a noté lors de ses études sur la saturation de l’hémoglobine par
l’oxygène, que la courbe concentration-effet de plusieurs médicaments n’était pas
représentée par une hyperbole 287 L’équation qu’il suggère et qui porte son nom s’écrit:
EmaxC’
equation25
EC5o1 +C
Université de Montréal
81
Où y représente le nombre qui influence la pente de la sigmoïde. Lorsque ‘y=l on retrouve le
modèle Emax traditionnel. Si y est supérieur à 1, la courbe représente une sigmoïde dont la
partie linéaire est abrupte. L’effet inverse est observé si y est inférieur à 1. Ainsi, y décrit
uniquement l’allure générale de la sigmoïde et ne représente en aucun cas le nombre de
sites de fixation disponibles sur le récepteur 287
Chacune des équations décrivant ces trois modèles peuvent être adaptées de façon à inclure
un effet de base au temps zéro 3 12,313 un effet relatif au signal de base ou une inhibition de
celui-ci 287,314
5.2.1.5. Modèle Log-lfnéaire
Ce modèle est une approximation linéaire du modèle Emax dans la
portion de la courbe comprise entre 20 et 80% de l’effet maximal 287
E=SxIogC+A équation26
Où A est une constante arbitraire qui n’a pas de signification physiologique. Une régression
linéaire simple permet de décrire la pente de la droite et les tests statistiques évaluant
l’influence d’une autre drogue (agoniste ou antagoniste). Cependant, comme ce modèle ne
permet pas de définir l’effet maximal il est impossible de s’assurer que la réponse observée
est bien comprise entre 20 et 80% de Emax. Cette approche, tolérée avant l’apparition des
méthodes de régression non linéaire, n’est désormais plus recommandée 287rn
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5.2.2. Ana]yse PK-PD
5.2.2.1. Modèle PK-PD paramétrique
Ces modèles consistent à relier les modèles pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques pour décrire la réponse pharmacologique en fonction du temps. La
méthode la plus simple consiste à relater les effets en fonction des concentrations
plasmatiques 315• Ce modèle assume que la biophase est localisée dans le compartiment
central et que la réponse pharmacologique est en tout temps directement proportionnelle à
la concentration du principe actif dans le plasma. Or, souvent, le lien entre les
concentrations plasmatiques et l’effet observé n’est pas direct et on observe un phénomène
d’hystérèse qui se traduit par un délai entre les concentrations sanguines et l’apparition de
la réponse pharmacologique. Le délai observé peut être évité si les études de PK-PD sont
effectuées dans des conditions d’équilibre. Une autre approche consiste à construire un
modèle PK-PD capable d’en tenir compte.
Q Dans cette optique, les concentrations dans les tissus périphériques(C2), simulées à partir du modèle pharmacocinétique, on été reliées à l’effet observé 316-31$
Même si cette approche s’est parfois avérée valable, elle est soumise à certaines réserves.
En effet, il n’y a, a priori, aucune raison de penser que les concentrations périphériques
reflètent celles de la biophase 312 D’une part, le compartiment effet ne reçoit qu’une infime
quantité de médicament n’ayant aucune conséquence sur le modèle pharmacocinétique.
D’autre part, les estimés des concentrations périphériques dans un modèle
multicompartimental sont associés à un niveau d’erreur élevé. Enfin, cette approche n’est
valable que pour un modèle pharmacocinétique à plusieurs compartiments, alors qu’on
observe couramment un délai d’équilibre avec des médicaments dont la cinétique présente
un profil monocompartimental 319•
Une approche élégante pour tenir compte du délai s’écoulant entre
l’apparition de l’effet et l’évolution de la concentration plasmatique a été développée par
Sheiner et ses collaborateurs 320 Elle consiste à considérer un compartiment virtuel
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(compartiment effet) dans lequel la concentration est directement en équilibre avec l’effet
pharmacologique mesuré. Les compartiments effet et plasmatique sont reliés entre eux par
une fonction particulière. Celle-ci consiste à décrire une relation continue entre les deux
compartiments, et faire en sorte qu’à une concentration simulée dans le compartiment effet
corresponde une seule intensité de l’effet, quel que soit le moment de la mesure. Dans ce
modèle, l’entrée et la sortie de la substance du compartiment effet sont des processus
d’ordre un. De façon à ne pas modifier la concentration dans le compartiment central, on
assume que le transfert de masse est négligeable par rapport à toutes les autres constantes
de transfert du modèle, ce qui revient à dire que le compartiment effet a un volume de
distribution négligeable. Ainsi, comme la quantité de médicament qui entre dans le
compartiment effet est négligeable celle qui retourne dans le compartiment central l’est
aussi. Par conséquent, ke peut être représenté sans grande conséquence comme sortant du
compartiment effet ce qui évite d’ajouter un terme exponentiel à l’équation cinétique. En
admettant ce postulat, il est possible de démontrer que la valeur de la constante kie ne revêt
guère d’importance. Par contre, la valeur de la constante de vitesse d’élimination à partir du
compartiment effet, k, correspond exactement au temps nécessaire pour obtenir l’équilibre
entre l’effet pharmacologique mesuré et la concentration plasmatique. À partir de cette
approche, l’équation décrivant l’évolution de l’effet en fonction du temps est 320:
dCe
= kieCi — keoCe equatlon 27
dt
Ce qui donne après intégration 320:
keo Xo t( k21 — Q f ki
—
- t f ki — keo -ktCe= e 1+1 e 1+1 eVi [(F3—a)(keo—a) ] ja—f3)(keo—13) j (a—keo)(13—keo)
équation 28
Le terme C est ensuite substitué dans l’équation du modèle pharmacodynamique choisi
pour estimer les 4 paramètres: Ema,(, ‘y, EC50 et k. Un programme de régression non
linéaire permet de fixer d’abord le modèle pharmacocinétique puis d’utiliser les paramètres
dérivés dans le modèle pharmacodynamique 287, ou encore, de fixer les deux modèles
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pharmacocinétique et pharmacodynamique simultanément 320 La valeur de ke dépend de la
perfusion du site d’action, de la vitesse de diffusion à partir des capillaires, de la
distribution sang/tissu, de la constante d’association et de dissociation avec le récepteur et
du temps requis pour déclencher la réponse pharmacologique 287
5.2.2.2. Modèle PK-PD semi-paramétrique et non-paramétrique
Dans le modèle PK-PD précédent on fait plusieurs suppositions
concernant la stmcture de modèles qui ne reflètent pas forcément la réalité. Une approche
semi-paramétrique a alors été proposée pour l’analyse pharmacodynamique des
données 321 Cette méthode estime la valeur de ke qui va «collapser» les deux branches de
l’hystérèse décrivant la relation concentration-effet. Cette procédure consiste à minimiser
l’écart entre les deux branches, de sorte qu’une seule mesure de l’effet soit associée à une
valeur donnée de Ce, sans avoir à spécifier un modèle pharmacodynamique quelconque.
Cette méthode fut ensuite étendue à une approche non paramétrique à la fois pour le
modèle pharmacocinétique et pharmacodynamique 322 Certaines suppositions demeurent
toutefois nécessaires au sujet du modèle de liaison entre le compartiment central et le
compartiment effet. Cette approche peut être utile pour faciliter le choix d’un modèle
pharmacodynamique ou lorsque les données pharmacocinétiques sont difficiles à
caractériser.
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6. Objectifs
À la lumière de cette revue de littérature, les objectifs de mon projet de recherche se
dessinent autour des points suivants:
• Développer une méthode analytique pour le dosage du RMf et de son métabolite
dans une matrice plasmatique qui assurera une meilleure corrélation entre les
concentrations mesurées et l’effet observé.
• Effectuer une étude PK-PD du RMF sur un modèle animal, le chien, dont l’activité
estérasique est semblable à celle de l’Homme.
• Caractériser l’équilibre de distribution du RMF:
o Comparer les concentrations mesurées au niveau de l’artère fémorale, la
veine jugulaire et le liquide céphalorachidien, aux concentrations dérivées
dans le compartiment effet, à l’équilibre.
o
o Comparer les concentrations mesurées au niveau de l’artère fémorale, la
veine fémorale et du liquide interstitel musculaire échantillonné par
microdialyse, aux concentrations dérivées dans le compartiment
périphérique, à l’équilibre.
• Évaluer l’impact de l’extraction tissulaire, sur l’estimation des paramètres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du RMF.
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C 1.1. Abstract
To establish pharmacokinetic/pharmacodynamic relationships, a selective and
specific high performance liquid chromatographic method was developed for the
quantitation of remifentanil and its metabolite in dog plasma. The assay involves a solid
phase extraction and a reverse phase chromatographic separation with ultraviolet detection
= 210 nm). The calibration curves are linear in the range of 7.89 — 1500 ng.nfl’. Intra
day assay variability is less than 7% for alI standards evaluated. Good recovery, linearity,
accuracy, and precision were achieved with the assay that proved readily applicable to
pharmacokinetic studies in dogs.
Keywords: Renzfen;anil; G190291; HPLC; dog plasma
C)
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1.2. Introduction
Remifentanil, methyl-3- [4-methoxycarbonyl-4- [(1 -oxopropyl)-phenylaminoJ-1-
piperidine]-propanoate (G1870$4B), is an ultra-short acting p-opioid anaesthetic agent of
the fentanyl class with potent analgesic activity (Fig.1). It has an in vivo elimination haif—
life of 9 min in patients [1] whicli is much shorter than that of fentanyl, sufentanil and
alfentanil (219, 164, and 94 mi respectively) [2]. Remifentanil is used extensively for
short—term anaesthesia, often in combination with sedatives [3]. Its labile methyl
propanoate ester linkage is sensitive to enzymatic and chemical hydrolysis and rapidly
forms the corresponding carboxylic acid (G190291). This acidic metabolite lias only 1/4500
the potency of the parent compound in animal models [4] and will be referred to as
demethoxy-remifentanil. N-dealkylation of remifentanil (G194219) is a minor metabolic
pathway in humans (fig. 1).
Several analytical methods have been developed to quantitate remifentanil either
alone or simultaneously with its major metabolite in whole blood. Among the methods are
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) [5;6], NPLC [7;8], as well as tandem
mass spectrometry [9]. In these methods, extraction procedures are mostly based on liquid
extractions and are therefore time consuming. In addition, the only solid-phase extraction
method reported does not allow the simultaneous extraction of both remifentanil and its
major metabolite [4]. Considering the low potency of demethoxy-remifentanil, its
contribution to the analgesic effect is not of pharmacological interest. However, in view of
the importance of this metabolic pathway its determination will help understanding
remifentanil body disposition.
Rapid hydrolysis of remifentanil in blood has aiways been a key argument for
choosing this matrix for remifentanil analysis, avoiding the time needed to harvest plasma
[7]. As the plasma free fraction is responsible for the pharmacological effect, quantitation
of remifentanil in plasma instead of whole blood would appear preferable when
establishing concentration-effect relationships. In addition, remifentanil hydrolysis in whole
blood is attributed to non-specïfic red blood cell esterases [10] whereas plasma pseudo
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cholinesterases are flot involved [11]. For both these reasons, it seemed more appropriate to
develop an analytical method to quantitate remifentanil in plasma.
The primary objective of this study was to develop a single procedure based on
solid-phase extraction for the rapid determination of both remifentanil and its major
metabolite in plasma. For that purpose, stability studies were conducted to document the ex
vivo rate of degradation of remifentanil in whole blood. Finally, the applicability of the
method to pharmacokinetic studies was verified, using the dog as an animal model.
C
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1.3. Experimental
1.3.1. Materials
Remifentanil hydrochioride, demethoxy-remifentanil, and the internai
standard (1.5.) (G195779) were kindly provided by Giaxo-Wellcome Inc. (Stevenage,
Hertfordshire, UK). Citric acid was purchased from ACP chemicals Inc. Potassium
phosphate monobasic was obtained from American Chemicals LTD. (Montreal, Québec,
Canada). Concentrated phosphorïc acid and potassium phosphate dibasic were purchased
from Fisher Scientific (Montréal, Québec, Canada). Acetonitrile and methanol were
purchased from Anachemia Canada Inc. (Montréal, Québec, Canada). Ail solvents were of
FWLC grade, and ail other chemicals were of analytical grade.
1.3.2. Instrumentation
The HPLC system consisted of a Constametric® 4100 pump, a
Spectrasystem® autosampler (Thermo Separation Products Inc., Riviera Beach, FL) and a
variable wavelength SM4000 UV detector set at 210 nm (Miiton Roy LDC Division,
Riviera Beach, FL). Peak integration was performed using the Star Chromatography Varian
Software version 4.51 (Walnut Creek, CA). Separation of remifentanil and its metabolite
was performed on a S-11m reverse phase Spherisorb Cl column (150 x 4.6 mm I.D.),
equipped with a Cl guard column (4 x 3 mm I.D.), both purchased from Phenomenex Inc.
(Tonance, CA) and preceded by a 0.45-11m in-une filter (State College, PA). The solvent
flow rate was set at 1.5 mL.min’ with a resulting backpressure of 1700 psi. The
chromatographic system was operated at room temperature (22°C).
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1.3.3. Mobile phase
The potassium phosphate buffer (50 mM) component of the mobile phase
was prepared with deionised water and the pH was adjusted to 3 using concentrated
phosphoric acid. The mobile phase was prepared daiiy by adding 180 mL of acetonitrile,
120 mL of methanol and 48 mL of phosphate buffer into 1 L volumetric flask. The flask
was then completed to volume with water. The solution was stirred and filtered through a
0.2 iim nylon filter (Millipore, Waters Assoc., Milford, MA).
1.3.4. Standard solutions
Pure standard stock solutions of remifentanil and demethoxy-remifentanil (1
mg.mL1) were prepared in 50 mlvi phosphate buffer (pH 3) and stored at 4°C. Working
solutions (100,000 ng.mL’ and 10,000 ng.mIJ’) were made by further dilution in the same
buffer.
G A standard stock solution of the internai standard (1 mg.mL’) was prepared in phosphatebuffer (pH 3) and further diiuted in the same medium to yield the working solutions
(100,000 ng.mL’ and 800 ng.mL’).
1.3.5. Remifentanil ex vivo stability in b]ood
Fresh dog blood aliquots (20 mL) were spiked with remifentanil at a
concentration of 1000 ng.mL’ and were kept on ice for 15 min. Each aliquot was
previously neutraiized with 5 mg.mL’ of citric acid and / or 40 tg.m1’ of echothiophate,
and was kept on ice for four hours. A controi aiiquot containing neither citnc acid nor
echothiophate was prepared. Sampies were coilected at 0, 30, 120 and 240 mm, centrifuged
(2000 g for 15 mm) and stored at —70°C until analysis. Control samples and samples
containing echothiophate were acidified with citric acid (5 mg.mL’) pnor to storage.
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To test the ex vivo stability, a fresh dog blood aliquot (20 mL) previously
maintained at 37°C was spiked with remifentanil at a concentration of 1000 ng.mlJ’. The
aliquot was immediately placed on ice and the temperature was measured regularly. Blood
samples were collected and treated as described above.
1.3.6. Ca]ibration curves
Blank dog plasma from dogs used for the preparation of standards and
quality control samples (QCs) contained citric acid (5 mg.mL1, pH 5) to prevent the
degradation of remifentanil. Remifentanil and demethoxy-remifentanïl solutions at
concentrations of 10,000 ng.mL’ and 100,000 ng.mL’ were used as working solutions.
Appropriate volumes of the working solutions were added to stabilized plasma to yield both
standards of 1500 and 1000 ng.mL’. The pool of plasma containing 1000 ng.mE’ of each
analyte was then serially diluted (1:1) with drug-free plasma to yield plasma standards
containing remifentanil and demethoxy-remifentanil at the following final concentrations:
C 500, 250, 125, 62.5, 3 1.25, 15.62 and 7.89 ng.mL’. Very low, low, medium, and high QCs
containing remifentanil and its metabolite at concentrations of 20, 40, 200 and 1250 ng.mL
,
respectively, were prepared. Following a bolus dose of 5 mg.kg1 of remifentanil in vivo,
plasma concentrations are expected to rise well above 1500 ng.mL1 after. Therefore, the
technique used to dilute the samples was validated. QC samples at concentrations of 10,000
ng.mL1 were diluted 1:10 and were analysed for precision and accuracy. After mixing, 0.7
mL aliquots of standards and QCs were dispensed into polypropylene tubes and stored at —
70°C until analysis.
1.3.7. Extraction procedure
Plasma samples, standards and QCs were allowed to thaw at room
temperature. Ah samples were centrifuged at 4°C (2000 g for 15 mm) prior to
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Q manipulation. Bond Elut® phenyl solid-phase extraction cartridges (Varian, Harbour City,
CA) were used for the extraction of remifentanil and its metabolite. G195779 (120 ng.mlJ’
plasma) was used as internal standard. The cartridges were conditioned with a sequence of
methanol (1 mL) and phosphate buffer pH 3 (lmL). Volumes of 0.5 mL of plasma and
0.75 mL of the 1.5. (800 ng.mL1) were sequentially added to the cartridges and allowed to
be adsorbed on the column packing before applying ifie vacuum. For the highest plasma
concentration, samples (50 jiL) were diluted 1:10 with blank plasma (450 pL) directly onto
the solid-phase extraction cartridges. The cartridges were then washed successively with 1
mL of phosphate buffer pH 3 and 1 mL of acetonitrile under a weak vacuum (50 kPa).
Finally, the analytes were eluted with 1 mL of methanol into glass tubes. The eluent was
evaporated to dryness using a Speed-Vac concentrator (Mode! SC21OA, Savant
Instruments, Farmingdale, NY). The dry residues were reconstituted in 0.2 mL of mobile
phase. Volumes of 50-100 jiL were injected into the chromatographic system.
1.3.8. Assay validation
1.3.8.1. Recovery
The recovery of remifentanil and demethoxy-remifentanil from
plasma was evaluated in quadriplicate at two different drug concentrations (40 and 1250
ng.mL’). Blank plasma spiked with known amounts of analytes and 0.75 mL of 1.5. (800
ng.mL’) was extracted and compared with blank plasma and 1.5. extracts subsequently
spiked with the same amounts of analytes. The two sets of extracts were then evaporated to
dryness using the Speed-Vac system and reconstituted in mobile phase. The recovery was
assessed by comparing the analyte / 1.5. peak-height ratios for both sets of extracts.
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1.3.8.2. Linearity and iimit of quantitation
Calibration curves were generated from the fine standards using
remifentanil or GR90291 I I.S. peak-height ratio. Linearity was assessed by weighted Ieast
square regression (1/X2observed) of the analyte I internai standard peak-height ratio against
standard concentration.
The limit of quantitation was defined as the iowest plasma
concentration of the standard curve. In order to estimate the lower iimit of detection at a
signai-to-noise ratio of 5, a 1000 ng.mE1 solution of remifentanil and its metabolite was
serialiy diiuted in the mobile phase.
1.3.8.3. Reproducibility
Inter-assay precision and accuracy were determined using QC
samples spiked with four different concentrations of remifentanii. The concentrations used
were, 20, 40, 200 and 1250 ng.mIJ’ for the very low, low, medium, and high ievels of the
caiibration range, respectively. Two replicates of each QC concentration were assayed over
6 consecutive days. The QC concentrations were determined from 6 different calibration
curves which were run along with the QC sampies. Precision was expressed as the percent
of variation (% CV) and accuracy was measured as the percent of bias.
Intra-assay precision and accuracy were determined in the same
manner as the inter-assay, except that four replicates of each QC concentration (very low,
low, medium, and high) were assayed. Thcir corresponding back-caiculated concentrations
were extrapolated from a single caiibration curve which was mn on the same day.
Inter-assay and intra-assay precision and accuracy were determined
similariy for demethoxy-remifentanil at three different concentrations: 40, 200 and 1250
ng.mIJ’ for the low, medium and high QC, respectively.
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1.3.8.4. Statistical analysis
Statistical analysis includes calculation of the mean, standard
deviation, coefficient of variation (¾ precision) and percent bias (% accuracy) for the QC
samples. The mean standard deviation and coefficient of variation are also calculated for
the siope (m), intercept (b) and coefficient of determination (r2) obtained from each curve.
1.3.9. Pharmacokinetic stndy
The plasma concentration-time profile of remifentanil was determined after
administration of a 4.4 mg.kg’ iv dose of the drug in an anesthetized dog. Arterial blood
samples (3 mL) were collected prior to remifentanil administration and then at 2, 5, 10, 15,
20, 30, 45, 60, 80, 100 and 120 min post dose in tubes containing 20 units of heparine and
30 1iL of citric acid (50%). Samples were kept in an ice-water bath for less than 1h before
centrifugation. Centrifugation was applied at 2000 g for 15 min and the plasma was
immediately stored at —70°C until analysis.
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1.4. Resu]ts and discussion
Remifentanil’s poor stability has always been an argument put forth against
choosing whole blood as the assay matrix. It was considered that the time required for
plasma separation from whole blood prolonged exposure of the ester to conditions
favouring hydrolysis. However, in pharmacokinetic I pharmacodynamic relationship
studies, we usually consider that only plasma concentrations are accessible to the bio-phase.
In order to develop an analytical method using plasma as the biological matrix, we
first tested the ex vivo stability of remifentanil in fresli blood to ensure adequate handiing
of samples and optimal conditions for the assay. Blood aliquots were kept on ice and
contained either citric acid, echothiophate, or both stabilizing agents. The citric acid
concentration required for stabilisation was found to be two-fold lower than previously
recommended [71. At higher concentrations of citric acid (10 mg.rnL’), blood hemolysis
resulted in plasma contamination by red blood celi constituents or active non-specific
esterases. It was previously shown that human blood samples preserved with citric acid (10
( mg.mIJ’) could 5e safely stored on ice for 20 h, although for some reason this time inteiwal
was considered too short for adequate sample handling [7]. Our resuits show that
remifentanil is stable for up to four hours when kept on ice either in the presence of a
stabilizing agent or flot (Table 1). Citric acid or an esterase inhibitor like echothiophate are
therefore flot required to maintain remifentanil integrity when samples are kept on ice for at
least 4 hours, which, in our opinion, allows enough time to separate plasma from blood.
The ex vivo remifentanil stability was also tested by spiking a blood aliquot pre
equilibrated at 37°C with remifentanil and subsequently placing it on ice. Approximately
20 min were required for the sample to cool down to 5°C, which did flot alter remifentanil
integrity (Table 1). k contrast to other methods, I.S. stability was flot a concem because
plasma samples were only acidified and frozen as sucli.
Since most of the procedures des cribed for remifentanil and demethoxy-remifentanil
extraction were based on liquid I liquid extractions, we first attempted to find an organic
solvent that would show a great affinity for both compounds. Several studies described
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remifentanil extraction from blood using of n-butyl chloride followed by a back extraction
in HCI 0.0 1M for [71. The recovery of remifentanil by this method was shown over 8$ %,
however the major metabolite could not be extracted under these conditions. We therefore
tried methylene chloride, a more polar solvent commonly used for the simultaneous
extraction of remifentanil and demethoxy—remifentanil {5;6] but the recovery of the
metabolite was also found to be low (50%). We then tried solid-phase extraction of the
analytes from plasma. Hoke and his co-workers used C-8 cartridges for the solid-phase
extraction of remifentanil from blood and demethoxy-remifentanil from plasma [4]. With
this procedure, washing wiffi acetonitrile resulted in a very low recovery of remifentanil
and its metabolite. Since a final wash with an organic solvent was deemed necessary to
maintain a clean chromatographic separation (essentially between the demethoxy
remifentanil and the solvent front), we considered the use of columns having more polar
functional groups i.e. C-1 and C-phenyl. Both supports provided an excellent compromise
between retention and elution parameters, but the latter yielded cleaner plasma extracts.
Under these conditions, the recovery of remifentanil was complete (106% - 101%) and
reproducible (C.V. under 8%) for both concentrations (40 and 1250 ng.mL1) (Table 2).
Although a lower recovery was obtained for the metabolite (Table 2), it was quite
acceptable (76.8 - 80.0%) and reproducible (C.V. under 6%) for both QC samples. The
overali recovery of the 1.S. was estimated to be 80 % (data flot shown).
Fig. 2 shows representative chromatograms of blank dog plasma unspiked (A) or
spiked (B) with remifentanil and demethoxy-remifentanil. Good resolution of remifentanil
from its metabolite and I.S can be seen. The mean retention times of demethoxy
remifentanil, remifentanil and the I.S. ranged from 3.7 - 4.5, 8.3 - 9.4 and 9.8 — ii mm,
respectively. The total time for a chromatographic mn, including the time required for re
equilibration, was less than 15 min. Peaks of interest were free of any interfering peak wiffi
the exception of the metabolite, where a small peak was constantly observed and was
attributed to co-extracted endogenous substances. The actual peak height of demethoxy
remifentanil was determined by introducing a valley-baseline event in the automatic
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integrator. This represents a time window within which ail valley points are forced as
baseline points for peak integration. This technique yielded excellent precision.
The on-column limit of detection was 0.5 ng.mL1 and 0.2 ng.mL1 for remifentanil
and its metabolite, respectively. The lower limit of quantitation in plasma was 7.89 ng.mlJ’
for remifentanil and 15.62 ng.mlJ’ for demethoxy-remifentanil. The corresponding ratios
are more than three times the intercept value, which represents the biological matrix value.
The sensitivity of our method is comparable to that obtained by Selinger and his co-workers
using an HPLC method with UV detection after liquid-liquid extraction [7J. Under ifie
conditions used in their study, the validated analytical ranges for remifentanil were 10 to
60,135 ng.mL’, 1 to 200 ng.mL’ and 2.5 to 250 ng.mL’ in dog, human and rat blood,
respectively. Obviously, GC chromatography coupled with mass spectrometry [5;6] and
LC-MS/MS spectrometry [9] could provide greater sensitivity for both remifentanïl (LLOQ
= 0.1 ng.mIJ’) and demethoxy-remifentanil (LLOQ = 1 ng.mlJ’) determination in human
blood. In our opinion, our method could easily be coupled to high resolution mass
spectrometry to meet the sensitivity requirements of clinical studies.
The intra-assay precision and accuracy were less than 13% for the four remifentanil
QC concentrations (Table 3) and less than 8 % for the three demethoxy-remifentanil QCs
(Table 3).
The mean parameters for the calibration curves are shown in Table 4. Calibration
curves for each analyte were linear over a wide concentration range. However, because of
the interfering endogenous peaks, at Ieast one concentration of the demethoxy-remifentanil
was excluded in ail calibration curves. Despite this exclusion, the calibration curves stiil
included at least 6 standard concentrations. The mean regression equations for remifentanil
and demethoxy-remifentanil were y = 0.0108 lx + 0.04400 (r2 = 0.9957) and y = 0.02132x
+ 0.15770 (r2 = 0.9955), respectively. Good inter-assay reproducibility was obtained for the
slopes (m) of the six calibration curves for both remifentanil and its metabolite (coefficient
of variation less than 8%). However, a higher variability was observed for the intercepts
(b).
1I Université de Montiéa1
100
Q The suitability of the method for studying the pharmacokinetics of remïfentanil was
verified in one anesthetized dog. A plasma sample coÏlected before the injection of an
intravenous bolus dose of 4.4 mg.kg’ of remifentanil was found to be ftee of any
intefference peaks, except for the usual endogenous peaks eluting before that of
demethoxy-remifentanil (Fig. 2C). A chromatogram obtained from a plasma sample
collected 2 min after injection of remifentanil in the same dog is shown in Figure 2D. The
plasma concentration - time profile for this dog reveals that the remifentanil plasma
concentration declined from 18,300 ng.mL’ at 2 min to 13.4 ng.mL1 at 2 h after injection.
For the metabolite, a maximum concentration of 6,054 ng.mTJ’ was reached at 15 min
followed by a slower decline (Fig. 3). Most samples required dilution to fail well within the
limit of quantification of either the parent drug or metabolite.
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c’ 1.5. Conclusion
In summary, this is the first solid-phase assay that to allow simultaneous extraction
of remifentanil and its major metabolite in plasma. Solid-phase extraction offers significant
improvement in the speed of execution without sacrificing of ease, precision, sensitivity or
selectivity, therefore offering a good alternative to liquid-liquid extraction. A definite
advantage of using plasma as the biological matrix instead of blood is that extraction does
not have to follow immediately sample collection. Moreover, pharmacokinetic parameters
can be readily compared with those obtained for the other opioids.
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1.7. figure legend
Figure 1. The metabolic pathways of remifentanil are illustrated. Remifentanil is
metabolized by ester hydrolysis, primarily to G190291. Structure of G197559, internai
standard in HPLC assay. Reproduced with permission 307•
Figure 2. Representative chromatograms of dog plasma extracts. (A) Drng-free dog
plasma sample, (B) calibration standard 1000 ng.mL’, (C) and (D) dog plasma collected
from pentobarbital anesthetized dog before bolus administration (C), and 5 min after the
injection of an intravenous bolus of 4.4 mg.kg’ of remifentanil chloride (D).
Figure 3. Plasma concentration-time profiles of remifentanil and demethoxy
remifentanil after a bolus dose of 4.4 mg.kg’ of remifentanil chloride in an anesthetized
dog.
Q
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Ç Table 1. Stability of remifentanil (1000 ng.mL’) added to fresh dog blood containing citric
acid (5 mg.mL’) andlor echothiophate (40 jig.mL1)
Stability Ofl ice Ex vivo stability*
Lapsed time Citric acid +
Citric acid Echothiophate Control Control(mm) Echothiophate
0 100 100 100 100 100
30 113 (3) 111 (3) 122 (6) 102 (2) 102 (6)
120 111 (3) 108(3) 117(1) 105(3) 102(7)
240 1 12 (4) 102 (2) 118 (2) 96 (4) 94 (5)
The resuits are presented as mean percent of baseline value with standard deviation in
brackets (n = 3).
* Remifentanil was spiked in a blood aliquot maintained at 37°C. The aliquot was
subsequently placed on ice.
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o Table 2. Recovery of remifentanil and demethoxy-remifentanil from dog plasma
Concentration (ng.mL1)
Mean percent recovery (%)
SD
7250
101
Demethoxy-remifentanil
40 7250
77 80
Remifentanil
40
106
3.7 7.2 3.9 3.6
CV (%) 3.5 7.1 5.0 4.4
N 4 4 4 4
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2.1. Abstract
Summary: This study elucidates the impact of sampling site when estimating
pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) parameters of dmgs such as remifentanil that
undergo tissue extraction in the biophase. The interrelations between the concentrations of
remifentanil predicted for the effect compartment and those measured in arterial, venous
and cerebrospinal fluid were investigated under steady state conditions.
Metbods: After induction of anaesthesia with pentobarbital, an arterial cannula
(femoral) and two venous catheter (jugular and femoral) were inserted. Electrodes were
placed for EEG recording of theta waves activity. Each dog received two consecutive 5
min-infusions for the PK-PD study and a bolus followed by a 60 min-infusion was started
for the steady state study. Cerebrospinal fluid, arterial and venous blood samples were
drawn simultaneously after 30, 40 and 50 min. At the end of infusion, arterial blood
samples were collected for pharmacokinetic analysis.
Resu]ts: Remifentanil PK-PD parameters based on theta waves activity were as
follows: Vd (231 ±37 mL kg’), Cl (63 ± 16 mL min1 kg’), ti, (7.7 1 mm), EC50 (21± 13
ng rnf’) and k (0.48 ± 0.24 mm). The mean steady state cerebrospinal fluid concentration
of 236 ng mL1 represented 52 and 74 % of that in arterial and venous blood, respectively.
Conc]usions: After correction for the plasma unbound fraction (71 ± 8 %), brain
extraction (32 ± 12 %) and cellular partition coefficient (0.89), the concentrations of
remifentanil predicted for the effect compartment (292 ng mL1), when based on arterial
sampling, can provide a close approximation of the cerebrospinal fluid concentrations
under steady state conditions.
Keywords: Remtfentanit; arterio-venous gradient; cerebrospinat fluid; peripherat
elimination
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2.2. Introduction
Remifentanil was designed to be short acting by incorporating a methyl ester group
susceptible to enzymatic hydrolysis.1 Unlike other opioids, remifentanil undergoes
widespread metabolism by blood and tissue non-specific esterases.2’ Chism and Rickert
have previously shown that amongst ail tissues examined in dogs, the muscle, intestines
and brain exhibited the highest extraction ratios.4 The pioneer work of Chiou and
colleagues emphasized the marked dependence of dmg concentration on blood sampling
site.5’ 6 In non-steady state pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) studies, the time
lag between the maximum concentration in arterial and venous blood has aiways been a
major concern.711 It was stated that the concentration-effect relation could be best
described by measuring arterial blood, since it carnes the dmg to various parts of the body
to produce the pharmacological response. However, for dwgs undergoing tissue extraction
the question remains unclear.
Several investigators pointed out the implications of having an arteriovenous
gradient present at the sampling site on the concentration-effect relation of a dmg.
Parameters such as the EC50, ke and gamma have been shown to differ for atracurium.12
This effect would be amplified for a dmg such as remifentanil that is rapidly eliminated
within the biophase itself. Recently, Hermann and his co-workers pointed out that
inappropriate conclusions such as acute tolerance could have been infened if venous
samples were used for the estimation of remifentanil PK-PD parameters in female
volunteers.’3
The primary objective of our study was to elucidate the impact of sampling site
when estimating PK-PD parameters of dmgs undergoing tissue extraction in the biophase.
For doing so, we investigated the interrelation between the predicted effect compartment
concentrations of remifentanil, a dmg undergoing tissue elimination, and the concentrations
measured in arterial, venous and cerebrospinal fluid sampling sites under steady state
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conditions. A pharmacokinetic-pharmacodynamic study of remifentanil in pentobarbital
anaesthetized dogs was thus undertaken.
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2.3. Materials and methods
2.3.1. Chemicais
Remifentanil hydrochloride and the internai standard (I.S.) (GI 97559) were
provided by Giaxo-Welicome (Stevenage, UK). The commercial preparation Ultiva® (5
mg-via!) was suppiied by Abbott Laboratories (Montréal, Québec, Canada). Ail soivents
were of HPLC grade and purchased from Anachemia (Montréal, Québec, Canada).
2.3.2. Animal preparation
Experimentai procedures in this study adhered to the Canadian Council on
Animal Care and were approved by the Université de Montréal Animal Care and Ethics
Committee prior to animal experimentation. The in vivo experiment conducted in
anaesthetized dogs is schematized in Figure 1.
2.3.2.1. Animais
Mongrel (n = 5) and beagle (n = 2) dogs (8.8-20 kg) were obtained
from Biolab (Montréal, Québec, Canada). The animais were fasted overnight but allowed
free access to water. On the day of the experiment, each dog was anaesthetized with an iv
dose of sodium pentobarbital (Somnotol®, 30 mg kg1). The level of anaesthesia was
monitored and adjusted according to haemodynamic parameters as well as cornean reflex.
Intermittent boius doses (4 mg kg’) were administered for maintenance of deep
anaesthesia. Respiration was controlled through an endotracheal tube, wiffi room air
delivered by a respirator (model 607, Harvard, Souffi Natick, MA). Body temperature was
monitored and kept constant at 38°C throughout the experiment by a thermoregulator
(model 74; Yellow Springs Instruments, Yellow Spring OH) connected to a heating pad.
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2.3.2.2. Implantation of electrodes and recording
Before surgery, four surface electrodes (circular silver / silver
chloride, SAFELEAD® model) were placed bilaterally on the skin for centro-parietal
electroencephalogram (EEG) recording using a four-chaimel polygraph (Grass Model 7400,
Astro-Med, West Warwick, RI). The low pass filter was set at 60 Hz, the time constant at
0.3 s and the gain at 50 jiV cm* The EEG waveform was allowed to stabilize in each dog
and 5-min recording periods were taken at 90, 60 and 30 min before drug administration to
verify the adequacy of the signal. Grass PolyviewTM software (version 2.1, Astro-Med,
West Warwick, RI) was used for data acquisition and off-une analysis.
2.3.2.3. Animal surgery
The right femoral vein was cannulated with polyethylene tube for
remifentanil and pentobarbital administration and the right femoral artery was cannulated
for blood sampling. A pressure transducer was connected to the arterial line cannula. A
three-way stopcock was placed between the dog and the pressure transducer to allow a
switch between blood pressure measurement and arterial blood sampling.
Electrocardiogram leads were inserted subcutaneously into the right and left hindlimbs and
forelimbs. Haemodynamic parameters were monitored using a polygrah system (model
RM-6000, Nihon Kohden). An indwelling catheter (Cathelon®, Cntikon, lampa, Florida)
was inserted in the left extemal jugular vein to allow venous blood sampling.
2.3.2.4. Protein binding
Before starting remifentanil infusion, 8 mL of blood were collected
in a tube containing 800 tl of sodium citrate 0.129 M. After centrifugation, blank plasma
was kept frozen at -70°C until protein binding determination. Remifentanil was spiked,
extemporaneously, in thawed blank plasma of each dog to provide a final concentration of
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C’ 1000 ng mL’. Ultrafiltration was performed in duplicate using 30,000-p. membranes(Amicon Centrifree Micropartition System, Beverly, MA). Ultrafiltration devices
containing 1 mL of plasma were centrifuged at 1900 g for 5 min at room temperature. An
aliquot (50p.l) of the ultrafiltrate was then diluted in 450 p.! of acidified plasma and
processed as plasma samples. Total (Ce) and unbound concentrations (C,) were
determined the same day by high-pressure liquid cliromatography.’4 The free fraction (f,)
was calculated from the ultrafiltrate I total concentration ratio.
2.3.3. Pharmacodynamic period
Each dog received two consecutive 5 min-infusions of Ultiva® 1 mg kg’min
1
and 10 mg kgmin’. This infusion scheme was designed to obtain a slow onset of action
(infusion #1) and a robust characterization of the terminal elimination haif-life (infusion
#2). EEG was recorded continuously from dmg administration untïl 40 min after. Blood
samples (3 mL) were collected in chilled heparinized tubes at 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12 14 and
20 min after the first infusion started.
2.3.4. Washout period
Cerebrospinal fluid puncture. Before the steady state infusion started the
animal was placed in lateral recumbency with the nose flexed and ears pulled ventrally. A
spinal needle was slowly introduced and cerebrospinal fluid was punctured from die
cistema magna, between the occipital crest and the most prominent points of the wings of
the atlas. When cerebrospinal fluid started flowing out of the needle, the stylet was replaced
until cerebrospinal fluid sampling.
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(—N 2.3.5. Steady state period
Approximately two hours after the second infusion stopped, each dog
received a bolus dose of remifentanil Ultiva® 50 tg kg’, immediately followed by a 60-min
infusion of 40 jig kg’ mhï’ (infusion #3).
2.3.5.1. Arterio-venous gradient
At steady state, arterial (femoral) and venous (jugular) blood samples
(3 mL) were simultaneously collected 30, 40 and 50 min after remifentanil infusion #3
started. Blood samples were collected into heparinized tubes maintained on ice and
centrifuged within haif an hour. Plasma was stored at -70°C until HPLC analysis. Plasma
samples were assayed in duplicate and the mean of the two values was used.
2.3.5.2. Cerebrospinal fluid samples
At steady state, cerebrospinal fluid (0.7 mL) was collected into
acidified tubes (7p1 of citric acid 50%) at times conesponding to blood sampling. A volume
of cerebrospinal fluid equivalent to the calculated dead volume of the needle was discarded
before each sample collection. Cerebrospinal fluid samples were frozen at —70°C until
HPLC analysis.
2.3.6. Pharmacokinetic period
At the end of remifentanil infusion, arterial blood samples (3 mL) were
collected 1 min before the infusion ended, then every 2 min for 15 min and finally every 5
min for 15 additional minutes.
At the end of the experiment, dogs were sacrificed using a mixture of KC1 and
pentobarbital.
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2.3.7. Red blood celi / plasma partition coefficient
Distribution in red blood ccli (RBC) was investigated ex vivo in a separate
set of dogs as described previously.’5 Remifentanil (1000 ng m1J) was incubated in biood
at 37°C under gentie agitation (horizontal Eberbach). Samples (6 mL) were coliected at 5,
60, 90 and 120 min. An aliquot (4 mL) was centrifuged. Remifentanil concentrations in
whole blood (Cb) and plasma (Cp) were determined in triplicate by HPLC after liquid
liquid extraction.16 Using the haematocrit value (Hct), it was possible to caiculate red biood
celi I plasma partition coefficient as follows:
CRBC = Cb/Cp -(1- Hct) (1)
Cp Hct
2.3.8. Sample analysis
A selective and specific high performance iiquid chromatographic method
previously developed for the quantitation of remifentanil in dog plasma was used.’4 Briefly,
plasma and cerebrospinal fluid samples (0.5 mL) were extracted on C-phenyl soiid phase
cartridges (Phenomenex, Torrance, CA).
Separation was pefformed on a 5 tm reversed-phase Spherïsorb Ci coiumn
(150 x 4.6 mm I.D.) purchased from Phenomenex (Torrance, CA). The mobile phase
contained 28% of organic soivent in 2.4 mM potassium phosphate buffer and was delivered
at a flow rate of 1.5 mL min1. UV detection was set at 210. Peak integration was performed
using Star Chromatography Varian Software version 4.51 (Walnut Creek, CA).
This method allowed quantitation of remifentanil levels as iow as 7.81 ng
mL* The coefficients of variation for intra- and inter-day precision were less than 11 %
over the concentration range of 7.81 - 2000 ng mL1.
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2.3.9. Data ana]ysis
2.3.9.1. Pharmacodynamic analysis
The EEG signal was digitized in the analog-to-digital converter and
processed by the computer. A quantitative analysis of 30 sec-epochs was made
continuously from 5 min before dmg injection until the EEG waveform retumed to
baseline. A fast Fourier function transformation was used to calculate the power spectrum
of the selected epoch (30,000 sample points) to obtain power spectral densïty versus
frequency histograms (amplitude2 Hï’). The power spectral density was computed for the
following 4 predefined frequency hands: 0-4 Hz (delta waves), 4-8 Hz (theta waves), 8-12
Hz (alpha waves) and 12-30 Hz (beta waves). For each epoch the absolute power in theta
hand was selected for the analysis of remifentanil pharmacodynamics. In the first two dogs,
the signal was too noisy (interferences caused by the surgical lights and the heating pad)
and the median value for six epochs over a 3-min period was used instead. Variability in
the baseline signal ranged between 10 and 16% and theta activity did flot change
significantly upon administration of pentobarbital bolus.
2.3.9.2. Pharmacokinetic analysis
The pharmacokinetics of remifentanil was evaluated for individual
dogs using a traditional two-compartment model with two consecutive zero order input
rates followed two hours later by an iv bolus and a zero order input rate, with elimination
from central compartment. Goodness of fit was evaluated according to the Akaike’s
information criterion.17. Pharmacokinetic analysis was based on iterative linear least square
regression analysis using WinNonlin software (WinNonlin, Professionnal Edition version
1.5, Pharsight, Mountain View, Ca). A weighting function 1/(predictedY) was applied.
Descriptive curve parameters were determined: the distribution (Œ) and elimination (f3) rate
constants and their corresponding A and B coefficients. The following parameters were
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derived: the first-order rate constant of elimination from the central compartment (k10), the
first-order rate constants associated with dmg transfer from compartment 1 to compartment
2 (k12) and from compartment 2 to compartment 1 (k21). The volume of the central
compartment (V1), the steady state volume of distribution (Vd) and the total clairance (CI)
were then calculated.
2.3.9.3. Pharmacokinetic-pharmacodynamic modeling
For each dog, the pharmacokinetic parameters derived for
remifentanil were fixed during the two-step pharmacokinetic-pharmacodynamic modeling.
A parametric link model was used to derive the elimination rate constant from the
hypothetical effect compartment (ke0) using WinNonlin software. The sigmoid E1 model
was used to determine the remifentanil concentration that produces 50% of die maximal
observed effect (EC50) and die siope factor ‘y. The baseline value E0 was measured before
remifentanil administration and was fixed as an initial parameter for the model:
Emax C’’E= +Eo (2)
EC50’1 +C
A weighting function of 1 was applied. Goodness of fit was assessed by die Akaike
information crïterion.17
2.3.9.4. Arterlo-venous gradient
For each dog, die arterial concentrations (CPssa) measured at die
three collection times were compared using the Friedman Repeated Measures Analysis of
Variance on Ranks. After statistical confirmation of steady state conditions, die three
concentrations were averaged. Venous concentrations (Cp,) were treated similarÏy and
remifentanil arterio-venous gradient (Ebmjn) across the brain was calculated as follows:
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C Ebran (%) = CPSS, a V x 100 (3)Cpss,a
2.3.9.5. Effect compartment concentration
For each dog, the pharmacokinetic and pharmacokinetic
pharmacodynamic parameters derived were then used to predict the pharmacological
concentration in the effect compartment (Ce). In a two-compartment model, drug
concentration in the effect compartment after iv infusion can be expressed as follows.’8
(E2—a) (E2—j3) (1_e_T)e_t
Ce=
___________
Ï
Where k0 is the infusion rate, E2, the sum of the rate constants exiting the peripheral
compartment (i.e., k21+k20), T, the time duration of each infusion, and t’, the time after
infusion stops.
The effect compartment concentrations derived were then corrected (Ce,0.) for the plasma
unbound fraction, brain extraction and cellular partition coefficient (approximated by red
blood ceil I plasma partition coefficient) as follows:
Ce,corr. = CeX f X (1 - Ebrain)X CRBc/Cp (5)
(E2 — keO)
— —keoT )ekeOV+ (1 e
keO(Q — keO)( — keO)
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2.4. Results
Arterial blood pressure and heart rate were monitored continuously during
remifentanil administration. Haemodynamic parameters retumed to their baseline value 15
to 30 min afier infusion #2 ended. Baseline and steady state values (infusion #3) are
reported in Table 1. Remifentanil induced a rapid decrease in heart rate (from 110 to 70
bpm) and a proportional reduction in arterial blood pressure (e.g. from 197/154 to 140/93
mm Hg). Haematocrit was stable throughout the experiment.
Remifentanil did flot produce typical a-opioid effects on the EEG of pentobarbital
anaesthetized dogs. The activity in the delta hand did flot change when remifentanil
concentrations increased (data flot shown). The absolute power in the different frequency
hands >4 Hz increased, but only the changes in the theta hand correlated closely with drug
concentration.
Raw data for the EEG effect of remifentanil and the plasma concentration of
remifentanil in function of time are presented in Figure 2. Owing to a different level of
(E anaesthesia before remifentanil administration, the raw baseline EEG signal varied between
dogs. This is consistent with the high coefficient of variation observed for Eo (Table 2).
Accordingly, for graphical illustration purposes, the data represented in Figure 2A are
displayed as a percdntage of maximal observed effect. The profiles showed a rapid onset
and termination of effect. The mean estimate of y representing the sigmoidal relationship
between effect site concentrations and EEG changes was 1.79 ± 0.51 (Table 2). The mean
equilibration haif-life between remifentanil effect and central compartment concentrations
(t112 keo) was 1.44 min (Table 2). Using the absolute power between 4-8 Hz, the mean EC50
value of remifentanil in the presence of pentobarbital was found to be 21 ng mL’ (Table 2,
Fig. 3).
The plasma concentration-time profile of remifentanil, was adequately described
by a two compartment pharmacokinetic model (Fig. 4). The pharmacokinetic parameter
estimates for remifentanil in anaesthetized dogs (mean ± SD) are listed in Table 3. The
mean terminal elimination haif-life of remifentanil in dogs was estimated to be 7.71 min.
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The mean remifentanil red blood celi I plasma partition coefficient obtained by ex
vivo incubation was 0.89 ± 0.01. The mean unbound plasma fraction of remifentanil was
71% (Table 4).
Based on statistical analysis, unbound arterial plasma concentrations (CPssu,a) were
stable in each dog during the three sampling periods (P = 0.564) confirming that steady
state was reached. Unbound venous concentrations were found to be consistently
lower than unbound arterial concentrations (Table 4). Mean jugular venous concentration
amounted to 70 % of mean arterial concentration (P = 0.005). The mean of individual
arterio-venous gradient across the brain averaged 34 % (Table 4).
During steady state, the mean concentration of remifentanil in the cerebrospinal
fluid was 236 ng mL’ and represented 77 % and 54 % of the unbound concentrations in the
jugular vein and femoral artery, respectively (Table 4). The mean predicted effect
compartment concentration at steady state was 641 ng mL1 and approximated total arterial
concentrations. When a correction factor was applied to Ce5 accounting for brain
extraction, imbound fraction and cellular partition coefficient, the resulting mean
concentration (Ce55,01.1..) of 292 ng mL1 (Table 4) was close to that measured in the
cerebrospinal fluid under steady state conditions (236 ng mL’). The simulations indicated
that, when infusion is stopped the Ce,0 are similar or slightly exceed arterial
concentrations (Fig. 4).
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C 2.5. Discussion
Under-steady state conditions, a large gradient between the arterial and
cerebrospinal fluid concentrations of remifentanil was observed in anaesthetized dogs. This
gradient was less pronounced with the venous concentrations. When a correction factor
taking into account plasma protein binding, tissue extraction and celi partition coefficient
was applied to the arterial concentrations, the effect compartment concentrations derived by
PK-PD modeling were representative of those measured in the biophase.
Like other opioids, remifentanil produces a dose-dependent suppression of the
electroencephalogram with an overali decrease in frequency and increase in amplitude. The
power in the low frequency bands (0.5-9.5 Hz) increases but the increase in the delta-band
(0-4 Hz) is generally greater than that in the theta-band (4-8 Hz).’9 This may explain why
delta activity in anaesthetized rats and dogs 20, 21 and spectral edge in conscious rats22 and
humans’3’ 23, 24 have been the most widely used parameters to quantitate the changes
induced on the EEG raw signal during remifentanil PK-PD studies. In our study, dogs were
maintained under pentobarbital anaesthesia before the administration of remifentanil;
consequently, 95% of the total power spectrum was located in the delta band at baseline.
This explains why spectral edge was not chosen to measure remifentanil-induced EEG
changes.
When the absolute power in each frequency band was computed over time, we
observed that delta activity remained stable after remifentanil administration while that in
the theta band changed according to remifentanil blood concentrations. Using the absolute
theta power instead of the relative theta ratio for the monitoring of remifentanil effect in
pentobarbital-anaesthetized animais yielded the best correlation with the traditional sigmoid
Emax model. This may be explained by the interdependence of the different frequency bands
that resuits from both the calculation of the relative power itself25 and the low contribution
of the theta band in the total power spectrum.
Remifentanil showed a rapid onset and a short duration of action in our dogs, a
finding similar to that reported in isoflurane-anaesthetized dogs.2° Based on changes in the
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theta hand, the mean equilibration rate haif-life between remifentanil plasma and effect
compartment concentrations (t112 ko) represented 1.4 min (Table 2). Similar values were
obtained using spectral edge in conscious patients (0.8 and 1.6 mm)13’ 23, 24 and in rats
pretreated with midazolam (1.77 and 2.19 min).22 In isoflurane-anaesthetized dogs, the t112
keo estimated by spectral edge was much longer than that estimated with delta activity,2°
suggesting that the former is probably not the best surrogate marker for remifentanil
activity in anaesthetized animals.
In our dogs, the mean EC50 of remifentanil was found to be 21 ng mL’. (Table 2).
Fourfold lower values were observed for the two beagles (#6 and #7), which might be
attributed to a higher sensitivity to opioids in that race. These values are very similar to
those obtained earlier using spectral edge in conscious rats (26-32 ng mlJ’)22 or conscious
volunteers (11—20 ng mJJ1)’3’ 23, 24 but differ from those determined in isoflurane
anaesthetized dogs using either spectral edge or relative delta activity (0.97 and 0.64 ng
mL1, respectively).2° As the potency of remifentanil was based on the theta band activity in
our study, comparison with other studies is difficult.
There are many reasons why arterial sampling is deemed preferable to venous
sampling in PK-PD studies, the major one being that arterial levels are more representative
of the concentration delivered to the effect site during the onset period.26 It is unclear
whether this is valid for drugs undergoing elimination in the biophase. Hermann and
colleagues’3 found a clockwise hysteresis between EEG activity and remifentanil venous
blood concentration while a counterclockwise hysteresis was observed with arterial data.
Such finding was not interpreted as the development of acute tolerance, but as a faster
equilibrium between the effect site and arterial concentrations compared to that between
arterial and venous levels. However, drug elimination in the biophase may also contribute
to this effect.
Sampling site is also crucial for determining the “true” clearance of a dmg. from a
pharmacokinetic point of view, dosing and sampling should take place from the same site
to avoid any bias. Since intra-arterial dmg administration is flot acceptable, this complicates
the interpretation of PK parameters obtained from arterial concentrations after IV drug
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administration of a dmg undergoing peripheral elimination. Notwithstandïng this, the
systemic clearaiice in our dogs is similar to that measured previously in seven isoflurane
ariaesthetized dogs (63 mL min1 kg’).2°
In our study, steady state arterial concentrations of remifentanil were 1.4 times
higher than those in the jugular vein. This brain extraction ratio of 34% is higher but
consistent with that observed in two pentobarbital-anaesthetized dogs (24%) (Table 4)4•
Similarly, after the administration of a bolus dose of remifentanil to healthy female
subjects, a 40 % overestimation in the systemic clearance was observed when calculations
were based on data obtained from a peripheral vein.13 0f interest, the systemic clearance of
remifentanil in pentobarbitalfbarbital anaesthetized dogs4 was reported to be 3-4 times
higher (133 mL min1 kg’) than that observed in conscious dogs (41 mL min1 kg’).4 It was
suggested that the higher clearance was due to a higher arteriovenous gradient in the
femoral vein compared to the saphenous. This indicates that the site of placement of the
venous catheter (or regional tissue uptake) will also have a major impact on the estimation
of the systemic clearance for a drug exhibiting peripheral elimination.
Compared to alfentanil, remifentanil is more hydrophilic (octanol / water partition
coefficient of 18 and 129, respectively) and the non-ionized fraction in plasma is lower (67
vs 89%) which could in part explain a smaller Vd for remifentanil. Nevertheless, this
value remains too small to account for the intracellular distribution of remifentanil. Thus, a
compartmental model accounting for both central and peripheral elimination could have
been applied to estimate remifentanil an exit-site dependent parameter but this would
have no impact on the estimation of the L and EC50 values.27 for this reason, a
pharmacokinetic analysis assuming elimination from the central compartment only was
used in this study.
Previous estimates of pharmacokinetic parameters of remifentanil based on whole
blood samples4’ 20 were similar to those derived herein using plasma concentrations. This
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implies that remifentanil red blood cell/plasma partition coefficient should be close to one.
Accordingly, rernifentanil mean rcd blood cell/plasma partition coefficient was shown to be
0.9.
With this approach, the unbound concentration of drug measured in plasma and
that predicted for the effect compartment concentrations are assumed equal at distribution
equilibrium. This premise allows the derivation of Ce without having to know the volume
of the effect site compartment. Remifentanil plasma concentration was corrected for the
unbound fraction (0.7) and the concentration in the CSF considered as 100 % unbound in
view of the low concentration in proteins. As remifentanil undergoes elimination in the
biophase, the arterio-venous gradient across the brain tissue was also included in the
correction factor. Finally, because of the tight junctions present between the endothelial
cells in the brain and between the epithelial celis in the choroids plexus we took into
account the cellular partition coefficient in the correction factor.
The concentration of remifentanil was measured in the CSF to verify if the
concentration derived for the effect compartment is anatomically andlor physiologically
sound. In view of the limitations of the compartmental pharmacokinetic analysis, this type
of comparison is often perceived as incorrect. However, attempts have been made in the
past years to render the interpretation of compartmental analysis more physiological.28 By
monitoring the EEG, we evaluated the supraspinal action of the opioid that causes sedation
and flot the analgesic action. It would have been impossible to carry out brain microdialysis
and EEG monitoring simultaneously without introducing a bias. Although the brain
extracellular fluid and the CSF are produced independently, they are in direct
communication with one another so that changes in the composition of one are reflected in
the composition of the other. In addition, the partition coefficient of remifentanil is 17 times
that of morphine, we assumed that the rate of drug transfer across the blood brain barrier
and blood CSF banier via the choroid plexus would flot be rate-limiting.
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C’ In our opinion, the CSF is part of the effect compartment but not necessarily the
sole component. Our resuits indicate that the concentration of remifentanil measured in the
CSF and that predicted for the effect compartment (after appropriate correction) are very
similar under steady state conditions. Therefore, it would be logical to infer that this
concentration is representative of the extracellular concentration of remifentanil in the
biophase. For remifentanil, a correction factor should therefore be applied to the EC50 based
on arterial levels. By doing so, comparison of ils potency with other opioids would be more
appropriate.
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2.6. Conclusion
Our study reemphasizes the importance of sampling site when performing
pharmacokinetic-pharmacodynamic modeling for an accurate estimation of total clearance
and potdncy of drugs undergoing elimination from the effect compartment. For a dmg
undergoing tissue elimination such as remifentanil, venous rather than arterial
concentrations will reflect more exactly the effect compartment concentrations, under
steady state conditions.
However, effect compartment concentrations are ideally derived from arterial data
in pharmacokinetic-pharmacodynamic studies. After correction for the plasma unbound
fraction, (71 ± 8 %), brain extraction (34 ± 11%) and cellular partition coefficient (0.89),
the concentrations of remifentanil predicted for the effect compartment (292 ng ml]1),
when based on arterial sampling, can provide a close approximation of the cerebrospinal
fluid concentrations (236 ng mL’) under steady state conditions. Thus, for dmgs eliminated
during their passage through the biophase, such a correction is recommended for a good
approximation of the effect compartment concentrations.
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2.8. Figure ]egend
Figure 1. In vivo experimental protocol in pentobarbital anaesthetized dogs
receiving different regimens of remifentanil.
Figure 2. Raw data representing (A) the percentage of die maximal observed
absolute power calculated in the theta band (% Emax) and (B) die plasma concentration time
profile of remifentanil in pentobarbital anaesthetized dogs.
Figure 3. Observed (o) and predicted (—) absolute power in the theta band during
two consecutive 5-min infusion of remifentanil in pentobarbital anaesthetized dog #4.
Figure 4. Plasma concentration-time profile of remifentanil in a pentobarbital
anaesthetized dog (#4). Markers represent die unbound arterial (.), venous (o) and
cerebrospinal fluid (.) concentrations. Lines represent the predicted unbound arterial (—)
concentrations and effect compartment (---) concentrations corrected for die unbound
fraction, brain extraction and tissue partition coefficient.
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Table 4. Comparison of arterial, venous, cerebrospinal fluid concentrations of remifentanil
with those derived for the effect compartment under steady state conditions in anaesthetized
dogs
Dog fu,p Ebrain CPssu,a Cpssu,v CoeF Ce5 Cess,corr.
% % ng mF1 ng mF1 ng mt1 ng mF1 ng mt1
1 65 ND 358 ND 185 434 ND
2 61 36 508 324 309 853 296
3 70 22 701 547 313 1082 526
4 69 52 386 184 182 561 165
5 68 37 375 236 215 603 229
6 83 27 378 273 209 521 281
7 81 28 383 279 ND 435 254
Mean 71 34 441 307 236 641 292
S.D. 8 11 125 126 60 240 124
C.V. 11 32 28 41 25 37 42
ND-Not determined
F, free fraction in plasma; Ebrain, brain extraction; Cpssu,a, steady state unbound arterial
concentrations; steady state unbound venous concentrations; CCSF, steady state
cerebrospinal fluid concentrations; steady state effect compartment concentrations;
CeSS,COff., steady state effect compartment concentrations corrected for plasma protein
binding, brain extraction and ceil partition coefficient.
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3.1. Abstract
Summary. 11e aim of this study was to propose a correction factor for the
peripheral concentrations derived by compartmental analysis for a dmg undergoing tissue
elimination. Arterial, venous, and interstitial fluid concentrations of remifentanil were
rneasured under steady state conditions and compared to those derived for the peripheral
compartment.
Methods. A microdialysis technique was developed to determine remifentanil
unbound concentrations in the muscle interstitial lluid of dogs. After induction of
anaesthesia, tlwee microdialysis probes were inserted in the hindlimb muscles and
equilibrated for 30 mm. A 60 min-infusion of remifentanil via the femoral vein was then
started and mterstitial fluid collected for two consecutive periods. Arterial and venons
blood samples were drawn simultaneously at steady state after 30, 40 and 50 min. At the
end of infusion, arterial blood and 5 min-microdialysate samples were collected for
pharmacokinetic analysis. Exit site independent pharmacokinetic parameters were
determined: V, (142 mL kg’), Cl (63 mL min1 kg1) and Cl2, (9.3 mL miii’ kg’). A
pharmacokinetic model assuming both central and peripheral elimination with the
assumption that k20
= î3 gave the following exit-site dependent parameters: (713 mL kg
‘) and Cl,2 (60 mL mm’ kg’). The mean interstitial fluid concentration (319 ng mL1)
represented 72 and 113 % of the arterial and venous blood, respectively. The steady state
concentrations derived for the peripheral compartment (719 ng mE’), although higher than
those measured in the muscle interstitial fluid (319 ng mE’), became quite similar (312 ng
mE’) when corrected for the plasma unbound fraction (71 %) and muscle extraction (37
%).
Conclusion. These fmdings point out the impact of sampling site on the estimation
of the pharmacokinetic parameters of remifentanil.
Keywords: Reinfentanit; arterio-venous gradient; muscle interstitiat fluid;
peripherat eÏimination
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3.2. Introduction
Remifentanil (RMF) is an ultra-short acting i-opioid analgesic susceptible to
enzymatic hydrolysis.’ The resulting acid (demethoxy-remifentanil) constitutes its major
metabolite and is approximately 4600 times less potent than ffie parent dmg in isoflurane
anaesthetized dogs.2 Remifentanil undergoes widespread extra-hepatic metabolism by non
specific blood and tissue esterases. The muscle and intestines contribute significantly to the
overail clearance of remifentanil in anaesthetized dogs.3 Since remifentanil is metabolized
at various rates in body tissues throughout the body, sampling site becomes crucial for
pharmacokinetic studies.4
For drugs lilce rernifentanil, non-organ based elirnination may occur in both central
and peripheral compartrnents. Microdialysis proved to be a suitable technique for the
continuous measuring of unbound dmg concentration in the extracellular space of living
tissues, otherwise inaccessible.57 It is therefore an interesting tool to evaluate ifie impact of
peripheral elimination on tissue distribution equilibrium.
One of the major limitations when performing compartmental PK analysis is that
the concentrations derived for the peripheral compartment do flot change wheffier or not
peripheral elimination is added to the mode!. The first objective of our study was to
determine if a collection factor applied to the concentrations denved for remifentanil in the
periphera! compartment would give a good approximation of those measured in the
interstitial fluid of a tissue in which peripheral elimination is known to occur.
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3.3. Materiais and methods
3.3.1. Chemicals
Remifentanil hydrochioride, demeffioxy-remifentanil (GR9029 1), and ffie
internai standard (I.S.) (G197559) were provided by Glaxo-Wellcome (Stevenage, UK).
The commercial preparation Ultiva® (5 mg-viai), was supplied by Abbott Laboratones
(Montréal, Québec, Canada). Ail soivents were of HPLC grade and purchased from
Anachemia (Montréal, Québec, Canada). Ail other chemicals were of analytical grade and
purchased from fisher Scientific (Montréal, Québec, Canada).
3.3.2. Microdialysis system
Microdialysis probes of the concentric type with a polyether sulfone
membrane (10 mm length, 35 KDa molecular weight cut-ofL 0.6 mm outer diameter) were
purchased from S.P.E (Concord, Ontario, Canada). Probes were hnked to a syringe infusion
pump (Harvard, Holliston, Ma) with a polyethylene tubing. Modified Krebs-Ringer
bicarbonate (KRB) buffer (124 mM NaCJ, 3 mM KC1, 1 mM NaH2PO4, 1 mM MgSO4, 1.3
mlvi CaCI2, 23 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose) was weekly prepared, filtered and
degassed with a mixture of 5% C02 in 02 to obtain a pH of 7.4. KRB buffer was used as
the artificial interstitiai fluid for both perfusate and reservoir medium.
3.3.3. In vitro caiibration study
Ail microdialysis in vitro experiments were carried out in a horizontal
agitator (Eberbach) maintained at 37°C. The microdialysis probes were immersed in a 2
mL reservoir and continuousiy perfused at a flow rate of 2 tl min1.
tu Université de Montréal
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3.3.3.1. Relative recovery of remifentanil and demethoxy
remifentanit
Microdialysis probes were immersed in a mixture of remifentanil and
demethoxy-remifentanil (1000 ng mL’) in KRB and perfused with a KRB solution.
Dialysates and reservoir medium were sampled every 30 min and were immediately
analyzed. The relative recovery of remifentanil and demethoxy-remifentanil over the
dialysis membrane was evaluated for each probe and was expressed as the ratio of ifie
dialysate concentration (C0) to the concentration in ifie reservoir medium surrounding the
probe (Cr)
RR(%)=H1O0 (1)
with RRf and RRdemethoxyRMF being the relative recovery of remifentanil and demethoxy
remifentanil, respectively.
O
3.3.3.2. Relative Ioss of demethoxy-remifentanil
Mïcrodialysis probes were immersed in a blank KRB solution and
were continuously perfused with a solution of demethoxy-remifentanil in KRB (1000 ng
mL1). Dialysates were collected every 30 min and immediately analyzed. Relative Ioss was
calculated as:
RL (%) = x 100 (2)
with being the concentration of demethoxy-remifentanil in ifie perfusate and RLdemettioxy
its relative loss.
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3.3.3.3. Delay for equilibrium
The required delay for equilibrium before samplmg was investigated
during the recovery experiments.
3.3.4. AnimaI preparation
Experimental procedures in this study adhered to the Canadian Council on
Animal Care and were approved by the Université de Montréal Animal Care and Ethics
Comrnittee. The in vivo experiment conducted in anaesthetized dogs is schematized in
figure 1.
3.3.4.1. AnimaIs
Mongrel (n = 5) and beagle (n 2) dogs (8.8-20 kg) were obtained
from B iolab (Montréal, Québec, Canada). The animais were fasted ovemight but aliowed
free access to water. On the day of the experiment, each dog was anaesthetized with an iv
dose of sodium pentobarbital (Sonmotol®, 30 mg kg’). The monitoring level of anaesthesïa
was based on haemodynamic parameters (heart rate, systolic pressure, dïastolic pressure) as
weli as the comean reflex. Intermittent bolus doses (4 mg kg’) were administered for
maintenance of deep anaesthesia. Respiration was controlled through an endotracheal tube,
with room air delivered by a respirator (model 607, Harvard, South Natick, MA). Body
temperature was monitored and kept constant at 38°C by a thermoregulator (model 74,
Yellow Springs Instruments, Yellow Spring OH) connected to a heating pad.
3.3.4.2. AnimaI surgery
The right femoral vein was cannulated with polyethylene tube for
remifentanil and pentobarbital administration. Right femoral artery was cannulated for
Université de Montréal
150
blood sampling. A pressure transducer was connected to the arterial une cannula. A three
way stopcock was placed between the dog and the pressure transducer to allow a switch
between blood pressure measurement and artenal blood sampling. Left femoral artery was
exposed to monitor muscle blood flow using an electromagnetic ring (model FR-030T,
Nihon Kohden, Tokyo, Japan). Electrocardiogram leads were inserted subcutaneously into
the nght and left legs and arms. Haemodynarnic parameters (heart rate, systolic pressure,
diastolic pressure) were monitored using a polygrah system (mode! RM-6000, Nihon
Kohden). In the left femoral vein an indwelling catheter (Cathelon®, Critilcon, Tampa,
Florida) was inserted to allow venous blood sampling.
3.3.4.3. Microdialysis probe implantation
Three small incisions were made in the skin of the left leg to expose
the gracilis and the gastrocnemius muscles. A microdialysis probe introducer was inserted
C into the muscle tissue using a needle guide, the guide was then removed and the probe
inserted through the introducer. The latter was removed leaving the microdialysis probe
that was secured in place. Two probes were implanted in the gracilis muscle and one in the
gastrocnemius. A ha!f-hour equilibration time was allowed for the tissue to recover.
3.3.4.4. In vitro protein binding
The unbound concentration of remifentanil was determined by
ultrafiltration as described elsewhere 8
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3.3.5. In vivo probe calibration: reference period
Afier the stabilization period, probes were perfused with a solution
containing demethoxy-remifentanil (1000 ng mL’) (C). Sixty pi dialysate fractions
leaving the probes were collected and frozen until NPLC analysis (C0). In vivo relative
loss of demethoxy-remifentanil from the probe into the muscle was calculated from the
dialysate and the peifusate concentrations (see equation 2).
3.3.6. PK-PD study
Two short infusions of remifentanil (infusion #1 and #2) were given to
perform a PK-PD study. The resuits of this study are reported in a separate paper 8 Arterial
samples were drawn frequently up to 20 min after the second infusion ended.
3.3.7. Washout period
A washout penod of approximately 120 min was allowed to ensure
complete removal of remifentanil and demethoxy-rernifentanil from the probes. This was
confirmed later by HPLC analysis of the dialysate.
3.3.8. Steady state period
Bach dog received a 50 tg kg’ bolus dose of remifentanil Ultiva® via the
nght femoral vein, followed by a 60 min-infusion of 40 jig kg min’ (infusion #3).
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3.3.8.1. Microdialysis sampling
Sixty pi dialysate fractions were collected over 30 mm mto plastic
vials containing 1 tl of citric acid 50% and stored frozen pendmg analysis.
3.3.8.2. Arterio-venous gradient
At steady state, arterial (femoral) and venous (femoral) blood
samples (3 mL) were simultaneously collected at 30, 40 and 50 min after remifentanil
infusion #3 started. Blood samples were collected into heparinized tubes maintained on ice
and centrifiiged within haif an hour. Plasma was stored at -70°C until analysis. Plasma
samples were assayed in duplicate and the mean of the two values was used.
3.3.9. Pliarmacokinetic period
At the end of remifentanil infusion #3, arterial blood samples (3 mL) were
collected 1 min before the infusion ended, then every 2 min for 15 mm and fmally every 5
min for 15 more minutes. A tissue pharmacokinetic was performed simultaneously by
pooling tbe dialysates of the three probes. The collection time period was 5 min.
At the end of the experirnent, dogs were sacriflced using a mixture of KC1
and pentobarbital.
3.3.10. Sample analysis
A selective and specific high performance liquid chromatographic method
previously developed for ifie quantitation of rernifentanil in dog plasma was used.9 Bnefly,
plasma samples (0.5 mL) were extracted on C-phenyl solid phase cartndges (Phenomenex,
Tonance, CA). Separation was performed on a 5 tm reversed-phase Sphensorb C1 column
(150 x 4.6 mm l.D.) purchased from Phenomenex (Torrance, CA). The mobile phase
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(J contained 28% of organic solvent in 2.4 mM potassium phosphate buffer and was delivered
at a flow rate of 1.5 mL min’. UV detection was set at 210. Peak integration was performed
using Star Chromatography Varian Software version 4.51 (Walnut Creek, CA).
Dialysates were directly injected onto the HPLC column without any
extraction or filtration. Extemal standard (G197559) was added to the dialysates to correct
for injection volume variation during HPLC analysis. Remifentanil and its metabolite in
interstitial fluid were determined from calibration curves prepared in KRB. Intra- and inter
day accuracy and precision for both molecules were less than $ % over the concentration
range of 15.62
- 2000 ng mL’ in KRB.
3.3.11. Data anatysis
3.3.11.1. Retrodialysis by metabolite
The in vivo relative recovery of remifentanil (RRp exp) andC demethoxy-remifentanil (RRdemethoxypF, exp) was estimated in each dog using the relative
loss of demethoxy-remifentanil (RLclemetlioxypjvif, ref) that was determined dunng the
reference period:
RRexp = RLdemeuoxy
- RMF, ref (3)
The in vivo relative loss of demethoxy-remifentanil for each probe dunng the reference
penod was then used to esfimate unbound remifentanil concentrations in the interstitial
space (CIsf,), from the observed dialysate concentrations (C0). The following equation
was used:
CSF,
Ct (4)
RLciemethoxy
- RMF, ref
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C.’ 3.3.11.2. Arterlo-venous gradient
The artenal concentrations (CPss,a) measured at three collection times
were compared using the Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks.
After statistical confirmation of steady state conditions, the three concentrations were
averaged. Venous concentrations (Cp,) were treated sirnilarly and arterio-venous gradient
(E) of remifentanil across the muscle was calculated using the mean values as follows:
—
— Cpss,v
muscIe t /0) = xl 00 (5)
Cp55,
3.3.11.3. Pharmacokinetic ana]ysis
Pharmacokinetic pararneters were derïved individually using a two
compartrnent model with elimination from the central and periplieral compartments. Two
consecutive zero order input rates followed two hours later by an iv bolus and a zero order
input rate were applied using ail the data points, mcludmg the PK-PD period. Goodness of
fit was evaiuated according to the Akailce’s information cnterion . Pharmacokmetic
analysis was based on iterative lmear least square regression analysis using WinNonlin
software (WinNonlin, Professionnal Edition version 1.5, Pharsiglit, Mountain View, Ca). A
weighting function 1/(predicted Y) was apphed. When dnig elimmation from the periplieral
compartment is added to a two compartmental model, a fourth rate constant is introduced.
As the maximum number of solvable rate constants is three, the fourth rate constant
(usually k20) lias to be fixed to make the model identifiable. This was achieved as follows.
The rate constant of formation of demethoxy-remifentanil in the muscle interstitial fluid
was obtained from the change in concentration between the two collection periods
performed under steady state conditions. For each dog, this rougli estimate of the in situ
hydrolysis of RMF by tissue esterases corresponded to the rate of elimination (f3).
Accordingly, the assumption that k20 equals f3 was made in the model and the PK
parameters calculated as previously described
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Descriptive ctuwe parameters (distribution (Œ) and elimination (f3)
rate constants and their conesponding A and B coefficients) and PK exit-site independent
parameters such as the volume of the central compartrnent (V1), and total body clearance
(Cl) and intercompartmental clearance Cl21 were obtained. The exit-site dependent
pharmacokinetic parameters namely, the first-order rate constant of elimination from the
central compartment (k1o,+), the first-order rate constants associated with dnig transfer
from cornpartment 1 to compartrnent 2 (kï2,+) and from compartment 2 to compartment 1
(k2j+), the volume of distribution at steady state ) and intercompartmental
clearance (C112,c+p) were also derived.
3.3.11.4. Peripheral compartment concentration
For each dog, the concentration-time curve of remifentanil in the
peripheral compartment (C2). ) was sirnulated using the general equation for the two
cornpartment model after an iv infusion:12
C2 kl2xkot (1-eT) e+ (1-eT) eÏ (6)V2 [ax(f3—a) f3x(a—f3) j
Where, k0 is the infusion rate, V2, the volume of the peripheral compartment (Vd5 - Vi), T,
the time duration of each infusion, and t’, the time afier infusion stops. In a previous paper,
it was shown that the concentrations in the peripheral cornpartment do not change whether
peripheral elimination is added or flot to the model because there is a proportional increase
in V2 and k12 H The peripheral compartment concentrations derived at steady state
were then corrected for the plasma unbound fraction and muscle extraction
(C255,0.):
C2ss,corr. = C2ssX fu X (1 — Emuscie) (7)
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C 3.4. Results
After a period of equilibration of 30 mi the in vitro mean relative recoveries of
remifentanil and demethoxy-remifentanil over the dialysis membrane remained stable for at
least three hours and ranged between 61 and 79 % (Table 1). Similarly, the in vitro mean
relative loss of demethoxy-remifentanil ranged between 60 and 71 % (Table 1). During the
reference penod, the in vivo mean relative loss of demethoxy-remifentanil obtained from
three different probes in individual dogs was Jower than the in vitro value and ranged from
10 — 22 % for both collection periods (n=6) (Table 2). The relative loss of demeffioxy
remifentanil over each corresponding fraction of the reference period was used to estimate
the in vivo recovery of remifentanil during steady state. The concentrations of remifentanil
in the dialysates were then corrected to estimate the real concentrations in the muscle
interstitial fluid.
Baseline and steady state haemodynamic parameters (infusion #3) are reported in
O Table 3. Remifentanil induced a rapid decrease in heart rate (from 110 to 70 bpm), and aproportional reduction in both arteiial blood pressure (from 197/154 to 140/93 rmn Hg) ami
muscle blood flow (from 6 to 4 mL min1 kg1). Haematocrit remained stable throughout the
expenment.
The concentration-time profile of remifentanil in each dog was well described by a
two compartment phamiacokinetic model. The resulting exit-site independent
pharmacokinetic parameters for remifentanil in anaesthetized dogs (mean ± SD) listed in
Table 4 are identical to those published elsewhere.8 The terminal elimination half-life was
estimated to be 7.71 min. Table 5 summarizes the exit-site dependent pharmacokinetic
parameters for remifentanil.
Based on statistical analysis, arterial plasma concentrations were stable in each dog,
during the three sampling penods (P=0.500). Venous concentrations were found to be
consistently lower than artenal concentrations (Table 6). Mean femoral venous
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concentration amounted to 64 ± 7% of the mean arterial concentration (P = 0.005), which
represents a 37% gradient over the hindlimb muscles of anaesthetized dogs (Table 6).
For ail dogs, remifentanil unbound interstitial fluid concentrations were estimated
using retrodialysis with metabolite. During the steady state period, mean remifentanïl
concentrations in the dialysates were stable whereas those of demethoxy-remifentanil
increased. for each dog, the rate of dernethoxy-rernifentanil formation, although a rough
estimate, was in close agreement to the rate of elimination (f3), wiffi a higli coefficient of
correlation (r2 = 0.8 8, data flot shown).
During steady state, the mean unbound concentration of remifentanil in muscle
interstitial fluid (319 ng mL’) were lower than those in arterial biood (441 ng mL’) but
quite similar to the venous ones (283 ng mL’). The mean concentrations of remifentanil
predicted for the peripheral compartment (719 ng mL’) were higher than those measured in
the muscle interstitial fluid (Table 6). When a correction factor was applied to
accountmg for muscle extraction and plasma unbound fraction, ifie resulting concentrations
were almost identicai to those in the interstitial fluid (319 vs 312 ng mF’) (Table 6).
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C 3.5. Discussion
Remïfentanil was used as a model dmg for the study of the impact of peripheral
elimination on the estimation of PK parameter of anaesthetic dmgs. This study represents
the flrst application of microdialysis to the measure of the interstitial fluid concentrations of
remifentanil in a tissue where elimination is known to occur. Under steady state conditions,
a large gradient between ffie arterial and interstitial fluid concentrations of remifentanil was
observed in anaesthetized dogs. A pharmacokinetic mode! that accounts for periphera!
elimination as well as a correction factor for the derived peripheral compartment
concentrations are proposed.
When applying microdialysis to pharmacokinetics, determination of ffie in vivo
recovery of a dmg over the probe membrane is needed for an accurate estimation of the
concentration of drug in the iriterstitia! fluid of a given tissue. For that purpose, the
retrodialysis by drug is a very simple and convenient method.’3 It is based on the diffusive
loss of the drug of interest from the perfusion solution into the tissue surrounding the probe,
during a reference period. However, this method was not appropriate for remifentani!, as it
would have implied its perfusion into the muscle, which represents a major site of
metabolism. The relative recovery would have therefore accounted flot only for
remifentanil recovery over the probe membrane but also for its muscular clearance. The
major metabolite of remifentanil, demethoxy-remifentanil, differs from the parent drug by a
methyl ftinction; this explains why both compounds showed similar in vitro dia!ysis
charactenstics. Thus, it seemed quite reliab!e to use the metabo!ite for the in vivo
calibration, assuming that both molecules would retain similar dialysis charactenstics in
vivo. However, the mean in vivo relative loss of demethoxy-remifentanil proved to be
significantly ]ower than its mean in vitro recovery (18% versus 68%). Such a difference
was also observed for other dmgs and attnbuted most!y to tissue resistance to dmg
diffusion.’416 This findmg reinforces the importance of in vivo probe calibration.
In 5 out of 6 dogs, the muscle interstitial fluid concentrations of remifentani!
corresponding to the fffst collection penod (first 30 min of infusion # 3) were lower than
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those observed for the second period. This is why the latter was used as the reference value.
During the first 30 mm, the concentrations in the interstitial fluid (Cf were quite close to
those predicted for the peripheral compartment (C2,COfr.) in most dogs. This good agreement,
despite the imprecision introduced by the long period of collection, confirms the rapid
transcapillary transfer of the tmbound concentration of remifentanil in the extracellular
fluid. Similar flndings were observed for rocuronium17 and gallamine18 following an iv
bolus dose.
Under steady state conditions, the concentrations measured in the interstitial fluid
were slightly higher than those in venous blood concentrations but almost equivalent to
C2,0-1-. This indïcates that the correction factor applied to the latter, namely, the unbound
fraction of drug escaping to muscle extraction, is adequate as it represents the
concentrations measured in the interstitial fluïd. It is also, by defmition, the freely diffusible
concentration of drug that, under steady state conditions, should be equal in ail
compartments.
Afler stopping the infusion, remifentanil unbound concentrations measured in the(J muscle interstitial fluid declined monotonically and were almost 10 fold higher than those
measured in the arterial bed. The Cf were of the same order of magnitude and decreased in
parallel with those derived for the peripheral compartment, after proper correction. This
finding suggests that the transfer back into the vascular space was compensated by a rapid
cellular efflux. This was flot the case for gallamine8, where the muscle interstitial fluid and
arterial plasma concentration time profile were almost superimposed during boffi the
redistribution and elimination phases following a bolus injection. Thus, for hydrophilic
drugs, the unbound concentrations in tissue interstitial fluid and arterial plasma would
belong to the same kinetic pool.
Neglecting to include peripheral elimination in the mathematical moUd used to
generate the PK parameters of a dmg lilce rernifentanil wiJl lead to a gross underestimation
of exit-site dependent parameters. To account for peripherai elimination, a pharmacokinetic
approach was first proposed by Fisher’9 where the in vitro rate constant of degradation in
plasma (km is substituted to the peripheral elimination rate constant (k20) in a two
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‘J compartment model. More recently, an explanatory mode! was developed to assess the
impact of various degrees of periphera! elirnination on the estimation of exit-site dependent
PK parameters for muscle relaxants.11 A specific application was proposed where the in
vivo elimination haif—life (13) measured in each patient would be assigned to k20 when [3 and
km have been shown to be simi!ar in the same patient. This approach lias been applïed
recently to succinylcholine in anaesthetized patients.2° In preliminary studies, the mean in
vitro degradation rate constants of remifentanil in Krebs buffer, plasma and who!e b!ood
were found to be 0.007, 0.006 and 0.010 mm1, respectïvely, at p11 7.4 and 37°C (results not
presented). These values are much siower than the in vivo elimination rate constant,
confirming the data published by Davis et al.21 In other respects, the rate constant of
formation of demethoxy-remifentanil that was determined during steady state in the
muscular interstitial fluid provided a rough estimate of remifentanil hydrolysis rate in situ
and con-elated very closely to the [3 value for each dog. Therefore, it appeared justifled to
assigu the in vivo elimination rate constant to k20. This assumption is consistent with the
fact that tissue and not plasma esterases are mostly responsible for the hydrolysis of
remifentanil.
When a dmg like remifentani! undergoes widespread tissue metabolism, sampling
site becomes a real issue for the estimation of its total body clearance. Our values are quite
similar to those based on arterial sampling in isoflurane anaesthetized dogs2 but are at least
twofold lower than those estimated in dogs after venous sampling.3 Similarly, Hermann and
his collaborators studied the impact of sampling site on remifentanil pharmacokinetic
parameters in aduit female volunteers after a 10-min infusion of remifentanil.4 Arterial and
venous dmg concentrations were treated simultaneously by a one-compartment venous
model linked to the central arterial compartment, with elimination occurring from both
central compartments (arterial and venous). Venous sampling was shown to overestimate
the Cl and V5 values by as much as 79 % and 282 %, respective!y, when compared to their
artenal counterparts. Their arterial (283 mL kg1) value is quite similar to that calculated
in our dogs when assuming central elimination only (228 mL kg).8 On the other hand,
their V5 value derived with venous data (1083 mL kg’) is of the same order of magnitude
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of that calculated herein when central and peripheral elimination are assumed (713 mL kg
1) These values are more compatible with ffie known intracellular distribution of ffie drug.
Our experimental protocol did flot allow for venous sampling after dismption of
distribution equilibrium. However, in Herman et al’s work, remifentanil venous
concentrations tended to be similar or slightly higher than the arterial concentration.
lnterestingly, the elimination rate derived for their venous compartment (ko) was 0.103
min , a value quite similar to that attributed herein to k20 (mean: 0.097 min’). This
provides further evidence that the value assigned to k20 is physiologically sound.
In a two-compartment model with central elimination only, the distributive
clearances (Cl12, Cl21) are equal. When peripheral elimination is added to tue model, the
transfer of drug into the peripheral compartment (Cl12) becomes greater than the transfer
back into the central compartment (Cl21); the latter value being identical to mat obtained
with a model assurning central elimination only. For remifentanil, the impact of peripheral
elimination on distributive clearance is impressïve as it represents a six-fold increase in
Cl12.
In our dogs, the contribution of the metabolic clearance associated with the
peripheral compartment (Cl20 = k2oxV2) to the total body clearance was 45 mL min1 kg’,
contributing to as much as 71 % of the total body clearance of remifentanil. This is in
agreement with ifie high tissue extraction of remifentanil observed in peripheral tissues
such as the muscle (47 %) and intestines (45 %) of dogs under pentobarbital-barbital
anaesthesia.3
The contribution of the muscle tissue to the overali clearance of remifentanil was
also calculated in our dogs by multiplying the femoral artery blood flow measured during
steady state (corrected for plasma fraction), the percentage of muscle per kg of body weight
in dogs (457 %) 22 and the extraction of remifentanil across the muscle tissue (Emuscie
0.37). The mean metabolic clearance of the muscle tissue (6 mL min kg1) accounted for
9.5 % of the total body clearance. If baseline values for the muscle blood flow were used
for calculation, a higher contribution (15 %) would have been obtained. This latter estimate
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is of the same order of magnitude of that reported in anaesthetized patients (16 %) for
mivacurium, a dmg exhibiting a similar extent of muscle extraction.23
Adding peripheral elimination in a two-compartment PK mode! bears a major
limitation: it misjudges peripheral compartment concentrations. This is inherent to the basic
assumption made when deriving the volume of the peripheral compartment, that is: at
distribution equilibrium, the unbound concentrations in the central and peripheral
cornpartments are equal.” As a resuit, dmg concentration in the peripheral compartment is
flot allowed to change in presence of penpheral elimination. Our resuits prove that this
mathematical assumption is flawed. Under steady state conditions, the unbound
concentrations of remifentanil in the muscle interstitial fluid were lower than those in
arterial blood (72 %) but higher than the venous ones (113 %). The muscle being an organ
of elimination, arterial sampling should take into account tissue extraction after intravenous
injection. When steady state concentrations in the penpheral compartment were derived on
the basis of arterial concentrations, they were twofold higher than those measured in the
interstitial fluid. A correction factor taking into account rernifentanil unbound fraction in
plasma and extraction by the muscle tissue allowed a good prediction of the peripheral
concentrations derived from arterial data.
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3.6. Conclusion
A pharmacokinetic model with peripheral elimination gave better estimates of
remifentanil steady state volume of distribution. For dnigs undergomg peripheral
elimination, the concentrations derived for the peripheral compartment are close to venous
concentrations at steady state. Akhough compartmental models based on arterial sampling
overestimates peripheral concentrations, a correction factor may be applied to account for
tissue extraction and plasma protein bmdmg.
Finally, very littie attention is generally paid to peripheral concentrations because
sampling of biological fluid in a tissue is difficuit and maffiematically-derived
concentrations require to be validated. lideed, the peripheral compartment is flot an
anatomical entity. Interpretation of data requires prior estimation of the degree of
conelation between the concentrations in a particular tissue and those predicted for the
peripheral compariment. Otherwïse, interpretation is hazardous. For neuromuscular
blocking agents, the muscle interstitial fluid would represent the biophase and dmg
hydrolysis within the muscle tissue would have definite implications on the PK-PD
relationship. Further studies are wananted to address this issue.
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0 3.8. Figure legend
Figure 1. In vivo experimental protocol in pentobarbital anaeslhetized dogs
receiving different regimens of remifentanil.
Figure 2. Plasma concentration-time profile of remifentanil in a pentobarbital
anaesthetized dog (#2). Markers represent the unbound artenal (.), venous (.) and muscle
interstitial fluid (o) concentrations. Lines represent the predicted unbound arterial (—)
concentrations and peripheral compartment (---) concentrations corrected for ifie unbound
fraction and muscle extraction.
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(J Table 2. In vivo relative loss of demethoxy-remifentanil in
pentobarbital anaesthetized dogs
dog Relative loss of demethoxy-remitentanil
O-30 min 30-60 min
1 17±4 15±9
2 20±1 21±8
3 19±4 20±3
4 26±7 22±4
5 22±1 10±3
6 12±4 13±5
* Resuits represent the mean ± SD of three different probes
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G Table 4. Exit-site independent phamiacokinetic parameters of remifentanil in pentobarbital
anaesthetized dogs
Dog Descriptive curve parameters PK parameters
A B u V; CI CI21
ng mf1 ng mt1 mn1 m1n1 ml kg1 ml min kg1 ml min1 kg1
1 12.80 028 0.449 0.087 180 71 7.6
2 15.88 0.88 0.413 0.092 131 46 6.7
3 35.48 0.93 0.296 0.061 133 36 2.7
4 38.07 3.11 0.865 0.129 117 71 12.9
5 29.52 1.97 0.532 0.115 159 69 11.2
6 37.57 1.76 0.801 0.118 120 77 15.4
7 26.46 0.79 0.551 0.077 152 71 8.5
Mean 27.97 1.39 0.558 0.097 142 63 9.3
S.D. 10.26 0.96 0.206 0.025 23 16 4.2
C.V. 37 69 37 25 16 25 46
A, ci, coefficient and initial distribution rate constant; B, f3, coefficient and terminal
elimination rate constant; VI, apparent volume of distribution in the central compartment;
Cl, total body clearance; Cl21 intercompartmental clearance.
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Table 5. Exit-site dependent pharmacokinetic parameters of remifentanil in pentobarbital
anaesthetized dogs
Microconstants PK parameters
Dog k12,+ k21,+ k10,+ k2o,+ CI12,+
min1 min1 min1 min1 ml kg1 ml kg1 ml m1n1 kg’
1 0.344 0.012 0.093 0.080 851 671 62
2 0.305 0.017 0.091 0.092 851 366 40
3 0.230 0.006 0.060 0.006 592 459 31
4 0.679 0.056 0.130 0.129 546 429 79
5 0.389 0.026 0.117 0.115 596 437 62
6 0.645 0.030 0.124 0.118 642 522 78
7 0.453 0.014 0.083 0.061 911 759 69
Mean 0.435 0.023 0.7 00 0.086 713 520 60
S.D. 0.170 0.017 0.025 0.042 152 143 18
C.V. 39 73 25 49 21
______
27 31
Calculations of the pararneters was based on the assumption that k20 equals f3
k12,÷, transfer rate constant from the first to the second compartment; k21,+, transfer rate
constant from the second to ifie first compartment; k10,+, elimination rate constant from
compartment 1; k20,+, elimination rate constant from compartment 2; apparent
volume of distribution at steady state; apparent volume of distribution in the
peripheral compartment derived from V; Cl12 intercompartmental clearance.
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Q Table 6. Comparison of measured arterial, venous and interstitial fluid concentrations to
derived peripheral concentrations of remifentanil under steady state conditions in
anaesthetized dogs
Dog Emuscie CPssu,a Cpssij,v CIsF C2ss C2ss,corr.
% % ng mF1 ng mF1 ng mr1 ng mE1 ng mE1
1 65 39 358 219 256 531 211
2 61 37 508 321 376 774 298
3 70 29 701 497 486 1063 528
4 69 51 386 188 191 817 276
5 68 41 375 220 257 585 235
6 83 28 378 272 350 541 323
7 81 31 383 264 ND 656 366
Mean 71 37 441 283 319 719 372
S.D. 8 8 125 104 106 208 114
C.V. 11 22 28 37 33 29 36
free fraction in plasma; Emuscie, muscle extraction; CPssu,a, steady state unbound artenal
concentrations; steady state unbound venous concentrations; CIsf, steady state
muscle interstitial fluid concentrations; C255, steady state penpheral compartment
concentrations; steady state effect compartment concentrations corrected for
plasma protein binding and muscle extraction.
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La présupposition selon laquelle les concentrations dans les différents compartiments sont
égales à l’équilibre, est le fondement même de l’approche pharmacocmétique
compartimentale traditionnelle. L’ égalité du transfert de masse qui en découle, permet de
dériver le volume de distribution du compartiment périphérique (V2) et les microconstantes
des vitesses de transfert. La concentration de médicament dans le compartiment
périphérique est obtenue subséquemment en divisant la quantité de médicament X2 par V2.
Lorsque des molécules sont soumises à une hydrolyse à la fois centrale et tissulaire, on
introduit une quatrième microconstante de transfert, k20, pour tenir compte de l’élimination
périphérique. Or, on observe qu’en remplaçant les nouvelles valeurs de k12 et V2 dans
l’expression de la concentration dans le compartiment périphérique, celle-ci ne varie pas,
quelle que soit la valeur attribuée à k20 Cette aberration est inhérente à la présupposition
de base, qui ne semble plus adaptée pour des molécules soumises à une hydrolyse à la fois
centrale et tissulaire. Par conséquent, il est crucial de comprendre en quoi les modèles
compartimentaux avec ou sans élimination périphérique peuvent encore décrire
adéquatement le devenir de tels médicaments.
Ce travail de recherche est présenté à travers trois manuscrits faisant l’objet des chapitres
précédents. Il vise à élucider l’équilibre de distribution des médicaments soumis à une
élimination tissulaire en utilisant le RMF comme molécule modèle. La discussion qui en
résulte s’articule autour de trois thèmes principaux décrivant d’une part, le métabolisme et
la stabilité du RMF in vitro et d’autre part, les méthodologies employées en vue de
l’analyse biologique, l’échantillonnage dans le compartiment périphérique et l’étude
pharmacodynarnique. Enfm, à l’issu des résultats de l’étude in vivo, nous discuterons de
l’impact d’une extraction tissulaire dans la biophase et le compartiment périphérique sur
l’estimation des paramètres pharmacodynamiques et phannacocinétiques du RIVW.
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1. Études in vitro
1.1. Métabolisme du RMP in vitro
Du fait que le temps de demi-vie du RMF soit très court in vivo, la littérature
suggère de nombreuses précautions pour maintenir l’intégrité du principe actif ex vivo.
Mais qu’en est-il vraiment de sa stabilité in vitro? Le RMF a été incubé à 37°C dans du
tampon Krebs, du plasma, du sang entier et de l’homogénat musculaire afin d’évaluer sa
vitesse d’hydrolyse in vitro. Ces résultats n’ ayant pas été rapportés dans les publications,
sont résumés dans le tableau 1. La dégradation de nature strictement chimique observée
dans le tampon Krebs (98 mm) est comparable sinon pius rapide que celle dans le plasma
(108 mm), indiquant que les butyrylcholinestérases plasmatiques ne sont pas responsables
du métabolisme du RMF. Manullang et Egan ont également noté que les effets cliniques du
RMF ne sont pas prolongés chez des patients présentant une déficience des
butyrylcholinestérases plasmatiques 66 De pius, les temps de demi-vie d’hydrolyse les plus
courts de 31 et 72 min sont observés respectivement dans l’homogénat musculaire et le
sang. Ils sont attribués aux estérases non spécifiques présentes dans le muscle et les
érythrocytes. Bien que le muscle représente un des principaux organes responsables du
métabolisme du RMF, la vitesse d’hydrolyse mesurée dans l’homogénat ne permet pas
d’expliquer un temps de demi-vie in vivo d’environ 10 min. On peut supposer que les
débris tissulaires engendrés par l’homogénéisation du muscle influencent la liaison aux
protéines et protègent ainsi le RMF d’une éventuelle dégradation enzymatique. Une
hypothèse similaire a été émise dans une étude traitant du métabolisme du RMF, où l’on
rapporte que sa vitesse d’hydrolyse dans le tampon est supérieure à celle mesurée dans le
plasma 65
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Tableau 1. Temps de demi-vie du RMF incubé à 37°C dans différents milieux
Temps demi-vie du RMF (mm)
HomogénatKrebs Plasma Sang complet
musculaire
Moyenne 98 108 72 31
S.D. 10 7 4 2
C.V.% 10 7 6 7
1.2. Stabilité ex vivo du RMP dans le sang complet
L’unique argument avancé pour justifier l’analyse du RMF dans le sang entier
repose sur le caractère labile de la molécule in vivo. Les échantillons sanguins doivent être
immédiatement stabilisés avec l’acide citrique ou un inhibiteur des estérases,
l’écothiophate, pour minimiser le temps de contact avec les enzymes et éviter l’hydrolyse
du RMF. Comme notre objectif était de développer une méthode analytique dans le plasma
en vue de l’analyse PK-PD, nous avons d’abord testé la stabilité du RMF dans des
échantillons de sang afin d’estimer le temps disponible pour prélever les plasmas et les
stabiliser à -70°C. Les résultats ont démontré que les concentrations de RMF dans les
échantillons sanguins maintenus sur glace demeurent inchangées pendant au moins 4h.
Dans ces conditions, l’acide citrique et l’écothiophate ne sont pas nécessaires pour
préserver l’intégrité de la molécule. D’autre part, nous avons constaté qu’en acidifiant au
préalable les échantillons sanguins, le RMF se transforme majoritairement sous sa forme
ionisée de sorte que le transfert vers les globules rouges est limité et les concentrations
plasmatiques sont surestimées de 30%. Enfm, la stabilité du RIVW ex vivo a également été
testée dans un échantillon sanguin préalablement incubé à 37°C puis mis sur glace. La
température de l’échantillon atteint 5°C après une durée de 20 min pendant laquelle le RMf
demeure stable. Ces résultats de stabilité réfutent le seul argument qui justifiait jusqu’ à
présent, le dosage du RMF dans le sang complet.
Université de Montréal
n
180
1.3. Coefficient de partage globules rouges-plasma
Le coefficient de partage globules rouges-plasma a été calculé ex-vivo, en incubant
le RMF dans le sang à 37°C. On observe que le coefficient de partage demeure proche de
l’unité malgré l’hydrolyse encourue dans les érythrocytes. Ces résultats suggèrent que
l’équilibre du RMF entre les globules rouges et le plasma est quasi-instantané.
Pour simuler les concentrations de RvW dans le sang total, les concentrations
plasmatiques mesurées ont été corrigées en tenant compte du coefficient de partage
globules rouges-plasma et de l’hématocrite. Les paramètres pharmacocinétiques résultants
avoisinent ceux obtenus après une analyse des concentrations plasmatiques sans correction
préalable. Ceci provient du fait que le coefficient de partage du RMF est proche de un. En
revanche, pour un médicament dont le coefficient de partage globules rouges-plasma serait
différent de l’unité, l’estimation de paramètres tels que la clairance, le volume central de
distribution et le volume de distribution à l’équilibre serait erronée. De plus, d’un point de
vue pharmacodynamique, une erreur importante pourrait être commise sur la valeur de la
EC59. Ces observations démontrent l’importance de la matrice d’analyse lorsqu’on compare
les paramètres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de plusieurs médicaments.
2. Méthodologies
2.1. Bio-analyse
Notre premier objectif était de développer une méthode analytique pour doser
simultanément le RMF et son métabolite dans le plasma, en vue d’élaborer un protocole
pour une étude de phamiacodynamie chez le chien. En effet, on considère que seule la
fraction plasmatique libre diffuse vers les récepteurs. Bien que le métabolite ne présente
que peu d’intérêt d’un point de vue pharmacologique, il permet de fournir des indications
sur la disposition du RMF dans l’organisme.
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Plusieurs méthodes ont été développées pour quantifier le RMF ou son métabolite.
On peut citer la chromatographïe en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse
19,21, la chromatographie en phase liquide 18,22 ainsi que la spectrométrie de masse en
tandem 23 La plupart d’entre elles étant basées sur une extraction liquide / liquide nous
avons d’abord essayé de trouver un solvant organique qui permette d’extraire à la fois le
RMF et le déméthoxy-RMF. Une étude mentionne l’extraction du RMF avec le chlorure de
n-butyle suivi d’une extraction en retour par l’acide chlorhydrique 18 Cette procédure a
permis, en effet, une bonne récupération du RMF (88%) mais elle s’est avérée médiocre
pour l’extraction du métabolite. En employant un solvant plus polaire, le chlorure de
méthylène 19,21 nous avons amélioré la récupération du déméthoxy-RMF qui demeurait
néanmoins modeste (50%). Il restait à considérer l’option d’une extraction sur un support
solide. La seule méthode publiée était celle de Hoke et ses collaborateurs mais elle ne
permettait pas de doser simultanément le RMF et son métabolite 20 Elle utilise des supports
C8 qui n’assurent pas une bonne rétention des deux molécules lors de l’étape de lavage,
quelle que soit la nature du solvant. C’est en choisissant un support d’extraction présentant
des groupements plus polaires (C1 ou Cphenyl) que nous avons obtenu une récupération à la
fois totale (106-101%) et reproductible du RMF (C.V. <8%). La récupération du
déméthoxy-RTvW bien que légèrement inférieure, était toutefois satisfaisante (77-80%) et
reproductible (C.V. <6%).
La colonne chromatographique de phase inverse type Cl a permis une très bonne
résolution entre le métabolite, le RMF et le standard interne. Les temps de rétention moyens
étaient respectivement de 3,7-4,5, 8,3-9,4 et 9,8-11 min et le temps d’une analyse complète
ne dépassait pas 15 min. Il arrivait qu’un petit pic provenant d’une substance endogène
interfère avec celui du métabolite, mais ce problème a été résolu lors du traitement des
chromatogrammes en forçant l’intégration du pic à la ligne de base de part et d’autre.
La limite de détection sur colonne était respectivement de 0,5 et 0,2 ng/mL pour le
RMF et le déméthoxy-RME La limite inférieure de quantification dans le plasma était de
7,81 ng/mL pour le RMF et de 15,62 ng/mL pour le déméthoxy-RMF. Les rapports
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correspondants représentaient trois fois la valeur du bruit de fond provenant de la matrice
biologique. La sensibilité de notre méthode est comparable à celle décrite par Selinger et
ses collaborateurs qui emploient la chromatographie en phase liquide couplée à l’uv après
une extraction liquide/liquide du Ryfl 18 Dans ces conditions la marge analytique validée
est comprise entre 10 à 60135 ng/mL chez le chien, 1 à 200 ng/mL chez l’Homme et 2,5 à
250 ng/mL chez le rat. Il est évident que la chromatographie gazeuse ou liquide couplée à
la spectrométrie de masse démontre une plus grande sensibilité pour le dosage du RMF
(0,1 ng/mL) 19 et du déméthoxy-RMF (1 ng/mL) 21 dans le sang humain. Toutefois, notre
méthode pourrait facilement être adaptée à la spectrométrie de masse de haute résolution
afin de répondre aux exigences de sensibilité requises pour les études cliniques.
En résumé, la méthode analytique que nous avons développée a pennis l’extraction
simultanée du RMF et de son métabolite sur un support solide à partir d’une matrice
plasmatique et a amélioré la rapidité d’exécution sans sacrifier la précision, la sensibilité et
la sélectivité. Ainsi, le RMF peut désormais être comparé à ses analogues, généralement
dosés dans le plasma, notamment pour établir les puissances relatives de chacun.
2.2. Microdialyse
La microdialyse est une méthode de choix pour échantillonner le liquide interstitiel
dans le muscle, pendant la perfusion de RlvW chez le chien anesthésié. C’est ainsi qu’on a
mesuré les concentrations de l’opioïde et de son métabolite à l’équilibre, dans un organe à
travers lequel l’extraction du RMF est importante.
Pour que la microdialyse fournisse une mesure quantitative, il est nécessaire de
calibrer les sondes afm de connaître le pourcentage de récupération de la molécule à travers
la membrane de dialyse. Ce facteur est essentiel pour corriger la concentration dans les
dialysats recueillis (C01) et en déduire la concentration réelle du médicament dans le tissu.
Cependant, le pourcentage de récupération calculé in vitro n’est souvent pas représentatif
de la valeur in vivo à cause de tous les phénomènes physiologiques qui influencent la
diffusion de la drogue et dont on ne peut tenir compte. On a observé, en effet, que le
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pourcentage de récupération du déméthoxy-RMf in vitro (68%) était supérieur à celui
mesuré in vivo (18%). Plusieurs études montrent également que la récupération in vitro est
en général surestimée 160,175,323 La calibration des sondes de microdialyse in vivo paraît
donc primordiale pour extrapoler le plus exactement possible les concentrations de RMf et
de déméthoxy-RMf dans le liquide interstitiel à partir des dialysats échantillonnés.
La méthode de calibration in vivo dite de «no-net-flux», consiste à perfuser la sonde
de microdialyse avec différentes concentrations de la molécule étudiée puis à déterminer
pour chacune, les différences de concentration entre la solution perfusée et le dialysat.
Comme cette méthode s’applique uniquement dans des conditions d’équilibre, elle est
longue et par conséquent peu avantageuse lorsque les animaux sont maintenus sous
anesthésie. La méthode de rétrodialyse inverse a donc été sélectionnée pour la calibration
des sondes in vivo.
Pour notre étude, il a fallu adapter cette méthode puisque le RMf est
essentiellement métabolisé dans le muscle et l’estimation de sa perte relative in vivo aurait
inévitablement été erronée. Par conséquent, après avoir vérifié in vitro que le Rivif
possédait des propriétés de dialyse identiques au déméthoxy-RMF, ce dernier fut
sélectionné pour la rétrodialyse in vivo. Les deux molécules possèdent effectivement une
structure chimique qui se différencie uniquement par une fonction méthyle. De fait, leur
récupération à travers la membrane de dialyse in vitro était similaire (70% pour le RMF et
68% pour le déméthoxy-RMf) et la récupération du premier (70%) était comparable à la
perte du second in vitro (64%). Ces résultats suggèrent que la substitution du RMF par le
déméthoxy-RMf représente une alternative fiable pour la calibration des sondes in vivo, en
assumant bien entendu que le RMF et le déméthoxy-RMF démontrent des propriétés de
dialyse in vivo identiques.
L’inconvénient majeur de cette méthode de calibration repose sur le fait que le
pourcentage de récupération estimé avant l’administration du médicament ne tient pas
compte des évènements pouvant affecter la diffusion pendant la période expérimentale
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(changement de la circulation régionale, protéines et débris cellulaires adsorbés sur la
membrane des sondes...). La méthode de rétrodialyse combinée propose d’y remédier en
utilisant un calibrateur dont le rôle s’apparente à celui d’un standard interne en
chromatographïe. Elle implique une période de référence pendant laquelle le médicament
(ou dans notre cas le métabolite) et le calibrateur sont perfusés dans la sonde de
microdialyse.
La principale difficulté de cette méthode réside dans le choix du calibrateur. En
règle générale, ce dernier s’apparente le plus possible à la molécule étudiée pour que les
propriétés de dialyse soient semblables. Dans notre étude, il fallait tenir compte du fait que
le RMF était mesuré à l’équilibre dans des conditions où les transferts membranaires
s’annùlent. Pour reproduire ces conditions, nous avons choisi une petite molécule polaire,
l’acide monoquaternaire de l’atracurium, qui ne diffuse pas facilement à travers les
bicouches membranaires et reste localisé dans l’espace extracellulaire entourant la sonde. In
vitro, l’acide monoquaternaire de l’atracurium semblait être un bon calibrateur puisque le
pourcentage de perte relative à travers la membrane de microdialyse était similaire à celui
du déméthoxy—RMF et du RMF. Cependant, les expériences in vivo ont montré que pour
trois chiens (#2, #4 et #5), ce pourcentage diminuait considérablement au cours de
l’expérience allant même jusqu’à s’annuler dans certains cas. Cette observation ne pouvait
être attribuée à une dégradation des conditions de diffusion car les concentrations du RMF
et de son métabolite étaient stables et reproductibles pour les trois sondes insérées. L’acide
monoquaternaire de l’atracurium ayant été perfusé pendant plusieurs heures, il est probable
qu’un phénomène de saturation du milieu environnant fut à l’origine de la diminution de la
récupération relative au cours du temps. Par conséquent, ce paramètre n’était pas assez
robuste pour la calibration des sondes de microdialyse in vivo. Avec les chiens 1, 3 et 6
nous avons obtenu le même estimé des concentrations interstitielles en utilisant la
rétrodialyse combinée avec l’acide monoquaternaire de l’atracurium ou la rétrodialyse par
le métabolite. Cela démontrait que les conditions expérimentales étaient suffisamment
stables pour utiliser cette dernière méthode de manière fiable.
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C’ 2.3. Mesures pharmacodynamiques
2.3.1. Pupillométrie
En vue de mener une étude PK-PD chez le chien anesthésié, il nous semblait
crucial de choisir un paramètre clinique qui caractérise la pharmacodynamie du RIvW. Les
paramètres hémodynamiques (pression artérielle, fréquence cardiaque) sont souvent
imprécis et peu spécifiques. De plus, en suivant l’activité cérébrale nous n’étions pas
certain de pouvoir discriminer l’effet du RJvW de celui du pentobarbital. Ainsi, le suivi du
diamètre pupillaire est apparu comme un paramètre idéal. Il existe en effet, une bonne
corrélation entre l’inhibition de la mydriase en réponse à un stimulus nocicepteur et les
concentrations plasmatiques d’opioïdes 60-62 Néanmoins, dans notre cas, la mesure du
diamètre pupillaire chez le chien s’est avérée techniquement difficile à cause de la
révulsion pupillaire observée selon la profondeur de l’anesthésie. Cet outil a finalement été
abandonné au profit de 1’ électroencéphalographie.
2.3.2. Analyse spectrale de l’électroencéphalogramme
En choisissant 1’ électroencéphalographie pour mesurer la pharmacodynamie
du RMF chez des chiens anesthésiés, nous redoutions de ne pas distinguer l’effet du RMF à
travers la dépression de l’activité cérébrale causée par le pentobarbital. Comme tous les
autres opioïdes, le RIvW produit un changement caractéristique de l’activité cérébrale chez
le chien 56,324 et li-Tomme 44,48,325 qui se traduit sur un tracé EEG par une diminution de la
fréquence et une augmentation de l’amplitude des ondes cérébrales. Ainsi, l’activité dans la
bande de fréquence delta (0-4 Hz) et le rebord spectral sont les deux paramètres les plus
souvent décrits pour mesurer l’effet pharmacologique du RMF.
Dans notre étude, quatre électrodes ont été installées au niveau central et pariétal
chez des chiens recevant périodiquement des bolus de pentobarbital. L’ enregistrement de
l’EEG a débuté 5 min avant l’administration de deux courtes perfusions de RMF et s’est
!II Université de Montréal
186
poursuivi 30 min après l’arrêt de la deuxième perfusion (exemple de tracés bruts en Annexe
I). L’ analyse spectrale a été effectuée en appliquant une fonction de transformé de Fourier
sur des épochs de 30 s pour obtenir des histogrammes décrivant la puissance de la densité
spectrale en fonction de la fréquence. Quatre bandes de fréquence ont été définies 0,5-3,5
Hz (delta), 3,5-7,5 Hz (thêta), 7,5-13,5 Hz (alpha), 13,5-25 Hz (bêta). Les résultats de
l’analyse ont démontré que 95% de la puissance spectrale était localisée dans la bande delta
avant même l’administration du RMF, du fait que les chiens étaient sous anesthésie. Par
conséquent, le rebord spectral ne constituait pas un bon paramètre pour mesurer l’activité
cérébrale du médicament. L’analyse de la puissance absolue dans chaque bande de
fréquence, révélait également que l’activité dans la bande delta était initialement importante
à cause de l’anesthésie et, par conséquent, la contribution des faibles doses de RMF n’était
pas décelable. Toutefois, la puissance absolue dans la bande de fréquence thêta variait
significativement en fonction de la concentration du RMF dans le plasma, produisant une
excellente corrélation avec le modèle pharmacodynamique de sigmoïde Em (cf. Annexe
IV). De plus, les bolus de pentobarbital administrés de manière intermittente,
n’influençaient pas la puissance dans la bande de fréquence thêta. Souvent la puissance
absolue est soumise à diverses sources de variation (animal, électrodes, sensibilité de
l’enregistrement) et on recommande de calculer la puissance relative dans une bande de
fréquence donnée par rapport à la puissance totale. Dans notre étude, la puissance relative
dans la bande de fréquence thêta fournissait une mauvaise corrélation avec le modèle de
sigmoïde Em, du fait de sa faible contribution par rapport au spectre total. Bien que le
paramètre de puissance absolue en thêta n’ ait encore jamais été employé pour mesurer
l’effet pharmacologique des opioïdes, il nous a permis de modéliser la pharmacodynamie
du RMF alors que les chiens étaient anesthésiés au pentobarbital.
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2.4. Modélisation pharmacocinétique
Les modèles pharmacocinétiques à un, deux et trois compartiments ont initialement
été évalués dans les expériences préliminaires pour modéliser le profil pharmacocinétique
du RMF suite à une forte dose de 4.4 mglkg administrée sous forme de bolus chez le chien
anesthésié au pentobarbital (cf. Annexe II). En se basant sur les critères d’Akaike (AIC), le
coefficient de corrélation et les coefficients de variation associés à l’estimation des
paramètres PK, le modèle à trois compartiments a été selectionné. Dans les expériences
subséquentes, on a administré deux courtes perfusions de RIvW (1 puis 10 pgfkg/min),
d’une durée chacune de 5min pour l’étude PK-PD et un bolus (50 igfkg) suivi d’une
perfusion de 60 minutes (40 pg/kg/min) pour l’étude à l’état d’équilbre. Dans ce cas, le
modèle à deux compartiments était le plus approprié pour décrire l’évolution des
concentrations plasmatiques du RMF chez le chien anesthésié (cf. Annexe III). En effet,
étant donné que les doses administrées conduisaient à des concentrations plasmatiques
inférieures, il n’a pas été possible de caractériser une troisième phase de décroissance et le
logiciel ne convergeait pas avec un modèle à trois compartiments tenant compte des quatre
doses administrées. La troisième partie de la courbe est observée uniquement lorsque la
méthode analytique est suffisamment sensible ou si les concentrations plasmatiques sont
initialement élevées. Il faut cependant préciser qu’elle représente moins de 5% de l’aire
sous la courbe totale et n’est donc pas pertinente d’un point de vue clinique.
Pour la modélisation pharmacocinétique des concentrations plasmatiques du RMF
en fonction du temps, une approche compartimentale a été privilégiée par rapport à un
modèle de population à effets mixtes (« mixed-effect modeling ») étant donné le riche
échantillonnage dont on disposait et le nombre total de chiens analysés. Dans une approche
de population, les paramètres pharmacocinétiques sont décrits à partir de la minimisation
des variabilités individuelles par rapport à la moyenne de population. Par conséquent,
celles-ci sont généralement faibles, ce qui explique l’intérêt de cette approche pour traiter
des données caractérisées par une variabilité globale provenant de temps de prélèvements
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aléatoires, d’un nombre d’observation différent entre les sujets et d’un échantillonnage
epars.
3. Étude in vivo
3.1. Protocole et résu]tats expérimentaux
Le protocole mis en place utilisait des chiens maintenus sous anesthésie par des
bolus répétés de pentobarbital. Dans un premier temps, deux perfusions successives de
RJvW on été administrées au cours desquelles nous avons suivi l’activité cérébrale pour
l’analyse PK-PD. Après une période de «wash-out» d’environ 2 heures, le RIVW a été
perfusé pendant 60 minutes pour atteindre l’état d’équilibre. La comparaison statistique de
trois prélèvements artériels et veineux successifs à 30, 40 et 50 min suivant le début de la
perfusion a permis de confirmer l’état d’équilibre. L’étude sur la distribution du RMF
impliquait d’échantillonner simultanément le liquide interstitiel musculaire par une
méthode de microdialyse (deux périodes de 30 mm) et le liquide céphalorachidien dans la
cistema magna. À la fm de la perfusion, des prélèvements artériels ont permis de compléter
l’étude pharmacocinétique.
Les résultats expérimentaux ont mis en évidence l’extraction du RMF au niveau du
muscle et du cerveau; ces deux tissus pouvant être associés respectivement aux
compartiments périphérique et effet. L’extraction du RMF à travers le muscle gracilis a été
calculée à partir des concentrations dans la veine et l’artère fémorale à l’équilibre. De
manière similaire, l’extraction au niveau du cerveau a été mesurée entre la veine jugulaire
et l’artère fémorale. Le pourcentage du RÎvW métabolisé à travers le muscle et le cerveau
s’élève respectivement à 37 et 34%. Ces valeurs sont semblables à celles publiées par
Chism et Rickert dans une étude portant sur la distribution tissulaire du RMF chez des
chiens anesthésiés avec l’isoflurane 70
!1l Université de Montréal
189
Les concentrations dans le liquide interstitiel musculaire (236 ng/mL) et le liquide
céphalorachidien (319 ng/mL) à l’équilibre, représentaient respectivement 54 et 72% des
concentrations artérielles et 77 et 113% des concentrations veineuses. Ces dernières
permettaient une meilleure approximation des concentrations réelles mesurées en périphérie
et dans la biophase.
3.2. Influence de l’extraction tissulaire sur les paramètres PK-PD du RMF
D’un point de vue pharmacodynarnique, le RMF a démontré une installation et une
durée d’action rapides, similaires à celles rapportées chez des chiens anesthésiés à
l’isoflurane 20 Basé sur les changements observés dans la bande de fréquence thêta, le
temps d’équilibre moyen entre les concentrations plasmatiques et celles du compartiment
effet (t112 ke) représentaient 1,4 min. Des valeurs semblables ont été obtenues en mesurant
le rebord spectral chez des patients conscients 44,326 et chez des rats traités au préalable avec
du midazolam (1,77 et 2,19 mm) Chez des chiens anesthésiés à l’isoflurane, le demi-
temps d’équilibre entre les compartiments central et effet était plus long lorsqu’on mesurait
le rebord spectral, par rapport à l’activité dans la bande de fréquence delta 20 Ces résultats
suggèrent que le rebord spectral n’est probablement pas le meilleur indicateur de l’activité
du RMF en présence d’une anesthésie.
La EC50 de chiens anesthésiés au pentobarbital était de 21 ng/mL. Des valeurs
supérieures observées chez deux Beagles, pouffaient être attribuées à une plus grande
sensibilité de cette race vis-à-vis des opioïdes. Nos résultats sont comparables à ceux
obtenus chez le rat (26-32 ng nfl’) 46 ou l’Humain conscient (11—20 ng mL) 44,53,326 mais
diffèrent de ceux rapportés chez des chiens anesthésiés avec de 1’ isoflurane en analysant le
rebord spectral ou l’activité delta (0,97 and 0,64 ng mL1, respectivement) 20 Toutefois,
comme notre mesure pharmacodynamique repose sur l’activité dans la bande de fréquence
thêta, toute comparaison avec d’autres études devient hasardeuse.
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De manière générale, on a recourt à des prélèvements artériels lorsqu’on met en
place un protocole pour une étude de PK-PD, car les concentrations artérielles libres
représentent davantage celles délivrées au niveau des récepteurs pendant l’installation
d’action. Qu’en est-il pour des médicaments éliminés justement au niveau de la biophase?
Hermann et ses collaborateurs ont observé une hystérèse entre l’activité EEG et les
concentrations veineuses du RMF tandis que le sens de l’hystérèse s’inverse lorsque
l’analyse est basée sur des prélèvements artériels 327 De telles données pourraient être
faussement interprétées comme le développement d’un phénomène de tolérance mais
proviennent plutôt du fait que les concentrations artérielles, s’équilibrent plus rapidement
avec le site d’action que le compartiment veineux. On imagine aisément que ce phénomène
est largement accentué par l’hydrolyse que subit le RMF au niveau de la biophase.
Pour dériver les concentrations dans le compartiment effet on assume, une fois
l’équilibre de distribution atteint, que les concentrations libres dans les compartiments
central (artériel) et effet sont égales. Comme l’échantillonnage a généralement lieu dans le
compartiment sanguin, cette présupposition de base n’a jamais été vérifiée. Dans notre
étude, nous avons comparé les concentrations dérivées dans le compartiment effet à celles
mesurées dans le liquide céphalorachidien, que nous avons considéré être le reflet du
liquide extracellulaire cérébral. Bien que le monitorage pharmacodynamique du RMF
relevait de son action supraspinale (sédation), il aurait été difficile, d’un point de vue
logistique de mesurer directement la concentration extracellulaire cérébrale libre par une
teclmique de microdialyse. Produits indépendamment l’un de l’autre (barrière
hématoencéphalique et plexus choroïde), les deux liquides sont néanmoins en
communication étroite. De plus, le coefficient de partage du RMF est 17 fois supérieur à
celui de la morphine; ce qui suggère que la vitesse de transfert à travers la barrière
hématoencéphalique ou la barrière sanglliquide céphalorachidien via le plexus choroïde,
n’est pas un facteur limitant. Nos résultats démontrent qu’à l’équilibre, lorsqu’un
médicament est métabolisé dans la biophase, les concentrations libres dans le compartiment
effet sont égales aux concentrations artérielles libres, à condition de tenir compte du
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pourcentage d’extraction tissulaire et du coefficient de partage cellulaire. Dès lors, ce
facteur de correction devrait être appliqué a posteriori à la EC50 lorsque celle-ci est estimée
sur la base de prélèvements artériels. La comparaison de la puissance entre le RMF et les
autres opioïdes serait alors permise. De plus, la similarité entre les concentrations prédites
dans le compartiment effet (après correction) et celles mesurées dans le liquide
céphalorachidien, suggère que ce dernier est l’un des constituants de la biophase. Ainsi,
l’analyse compartimentale peut avoir une réalité physiologique et/ou anatomique même si
cette vision demeure encore très controversée.
3.3. Influence de l’extraction musculaire sur les paramètres
pharmacocinétiques du RMF
D’un point de vue pharmacocinétique, l’administration du médicament et les
prélèvements sanguins doivent s’effectuer au même endroit pour limiter tous les biais
possibles. Or, l’administration intra-artérielle est inacceptable, vu les risques auxquels elle
est associée. Par conséquent, l’interprétation des paramètres pharmacocinétiques obtenus à
partir de prélèvements artériels suite à une administration iv devient compliquée, a fortiori
lorsque le médicament est soumis à une extraction tissulaire. Dans notre étude, la clairance
systémique déterminée à partir de prélèvements artériels (63 mL/minlkg) est comparable à
celle rapportée chez 7 chiens anesthésiés avec l’isoflurane 20 En revanche, la clairance
systémique calculée chez des chiens anesthésiés avec un mélange de pentobarbital/barbital
était 3 à 4 fois plus élevée que celle mesurée chez des chiens conscients (4$ mL/minlkg) 70,
du fait d’un gradient artério-veineux supérieur au niveau de la veine fémorale par rapport à
la veine saphène. Comme le RMf est hydrolysé à des vitesses variables dans les différents
tissus il semblerait que le site d’installation de la canule veineuse soit extrêmement
important pour une bonne estimation des paramètres pharmacocinétiques. Hermann et ses
collaborateurs ont également étudié chez des femmes l’influence du site d’échantillonnage
après une perfusion de RMF de 10 min 326 Les concentrations artérielles et veineuses ont
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été modélisées simultanément grâce à un modèle où le compartiment veineux est
directement lié au compartiment central artériel. On a constaté alors, une surestimation de
40% de la clairance systémique mesurée à partir de prélèvements veineux.
La clairance métabolique associée au compartiment périphérique (C120=k2oxV2) est
de 45 mlJminlkg ce qui représente 75% de la clairance systémique. Ces résultats illustrent
l’importante extraction du RMF à travers les tissus comme le muscle et l’intestin, chez les
chiens anesthésiés 70
La contribution du tissu musculaire à la clairance totale du RvIF a été calculée en
multipliant le débit sanguin de l’artère fémorale corrigé pour la fraction plasmatique, le
pourcentage de muscle par kg de masse corporel chez le chien (457%) 328 et le pourcentage
d’extraction du RMF à travers le muscle (37%). La clairance métabolique moyenne du tissu
musculaire représente alors 9,5% de la clairance systémique. En utilisant les valeurs du
débit de l’artère fémorale avant l’administration du RMF, on obtient une contribution
supérieure (15%). Ces valeurs sont du même ordre que celles publiées pour le mivacurium
(16%), un médicament également soumis à une importante extraction musculaire 306rn
Le RIVIF est plus hydrophile que l’alfentanil (coefficient de partage octanol: eau
respectivement de 18 et 129) et sa fraction non ionisée dans le plasma est plus faible (67 vs
89%) d’où un volume de distribution plus petit. Toutefois, ce dernier est tellement faible
qu’ il ne peut expliquer la distribution intracellulaire du RMF. Cette constatation suggère
qu’une analyse pharmacocinétique tenant compte de l’élimination périphérique devrait être
envisagée afin de mieux estimer les paramètres pharmacocinénques dépendants du site
d’élimination. Il faut noter que ce type d’analyse n’a aucune incidence sur les paramètres
PK-PD.
Dans un modèle pharmacocinétique mamillaire à deux compartiments, seulement
trois microconstantes de transfert sont solvables. Lorsqu’on tient compte de l’élimination
périphérique on introduit un quatrième paramètre, la microconstante k20. Par conséquent, il
est nécessaire de fixer la valeur de l’une ou l’autre microconstante pour rendre le modèle
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identifiable. Dans le but de modéliser la phannacocinétique de l’atracurium, Fisher et ses
collaborateurs ont proposé d’attribuer à k20 la valeur de la constante d’hydrolyse mesurée in
vitro dans le plasma 299 Cependant, la présupposition selon laquelle k20=kinvitro n’est pas
toujours vérifiée dans la mesure où l’activité enzymatique peut être différente in vitro et in
vivo, sans compter qu’elle peut varier sensiblement entre le plasma et les autres tissus. Dans
le cas du RMF, le temps de demi-vie d’hydrolyse mesuré in vitro dans le plasma ou même
les homogénats de muscle, était plus lent que celui observé in vivo chez des chiens
anesthésiés.
Nos résultats in vivo ont démontré qu’à l’équilibre, la concentration du métabolite
augmentait à une vitesse constante dans l’artère et la veine fémorale, la veine jugulaire, le
liquide interstitiel du muscle et le liquide céphalorachidien. La vitesse de formation du
métabolite correspondant directement à la vitesse d’hydrolyse du RMf, cette observation
confirme que l’équilibre d’élimination était atteint. La constante de formation du métabolite
la plus rapide fut observée dans le liquide interstitiel. Cette dernière avoisinait la valeur de
calculée pour chacun des chiens. Or, lorsqu’on a préalablement démontré chez un même
individu que k virro=f3 (constante hybride d’élimination), on peut également assumer que
k2o=. Ainsi, nous avons assumé que k20 était égal à F pour tenir compte de l’élimination
périphérique dans i’analyse pharmacocinétique du RvIF. Cette présupposition est en accord
avec le fait que le RMF est un substrat des estérases tissulaires et non plasmatiques65. Cette
méthode est idéale dans la mesure où elle ne nécessite pas d’études in vitro
supplémentaires, réduisant par le fait même la variabilité expérimentale.
Une analyse pharmacocinétique tenant compte de l’élimination périphérique a un
impact important sur les microconstantes de transfert. La constante de vitesse de transfert à
partir du compartiment central vers le compartiment périphérique k12 augmente, ce qui
conduit à un volume de distribution à l’équilibre et un volume de distribution 3 supérieurs.
Ainsi, V2 et Cl12 augmentent parallèlement à k12. Par contre, la constante de vitesse de
transfert du compartiment périphérique vers le compartiment central, k21, est réduite
proportionnellement à l’augmentation de V2. Par conséquent, il en résulte que la Cl21 n’est
!1l Université de Montréal
194
pas affectée en présence d’élimination périphérique. Dans un modèle pharmacocinétique à
deux compartiments comprenant uniquement une élimination centrale, les clairances
intercompartimentales sont égales. Cependant, lorsqu’on on ajoute la constante
d’élimination périphérique, Cl12 devient supérieure à la Cl21, traduisant l’augmentation de
la quantité de médicament drainée par le compartiment périphérique. Pour le RMf, la CL12
a augmenté de 6 fois ce qui démontre l’impact important de l’élimination périphérique sur
les clairances de distribution.
Parmi les paramètres que l’on sous-estime lors d’une analyse pharmacocinétique
traditionnelle, le volume de distribution à l’équilibre est celui qui a reçu la plus grande
attention du fait de son importance clinique. Dans notre étude, en introduisant la constante
k20, le volume de distribution à l’équilibre augmente remarquablement et représente
davantage la distribution intracellulaire du RMF (713 mL/kg). En effet, le modèle
pharmacocinétique traditionnel aboutit a un Vd de 228 mL/kg ce qui est à peine plus
grand que le volume du compartiment extracellulaire. Lorsque le volume de distribution à
l’équilibre est estimé sur la base de prélèvements veineux traités par un modèle avec
élimination centrale exclusivement, il semble que sa valeur soit mieux estimée (867 mL/kg
327 mL/kg 329) La similitude de ces valeurs avec notre propre résultat révèle que
l’estimé choisi pour la constante k20 semble bien justifié.
Nos résultats confirment que la présupposition inhérente à l’approche
compartimentale, selon laquelle à l’équilibre, les concentrations dans les compartiments
central et périphérique sont égales, n’est plus valable pour des médicaments tels que le
RMF. En effet, les valeurs des concentrations périphériques prédites sur la base de
prélèvements artériels surestiment de deux fois les concentrations réelles mesurées dans le
liquide interstitiel musculaire. En revanche, nous avons démontré que les concentrations
dans le compartiment périphérique, peuvent être corrigées par le pourcentage d’extraction
tissulaire et la fraction plasmatique libre pour prédire de manière exacte les concentrations
réelles dans les tissus les moins perfusés.
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Les concentrations de RMF dans le liquide interstitiel musculaire au cours de la
première période de prélèvement (avant l’équilibre), sont légèrement supérieures aux
concentrations veineuses et sont semblables aux concentrations simulées dans le
compartiment périphérique puis corrigées. Ceci suggère un passage rapide des
concentrations libres du RMF à travers les capillaires sanguins. Des résultats similaires ont
été obtenus avec le rocuronium 330 et la gallamine 204 après un bolus. Pour ces molécules,
les concentrations périphériques déclinent parallèlement aux concentrations artérielles
conm-ie si elles appartenaient à un même bassin pharmacocinétique. En revanche, à l’arrêt
de la perfusion, les concentrations de RMF dans le liquide interstitiel musculaire sont dix
fois supérieures aux concentrations artérielles mesurées. Elles se superposent aux
concentrations dérivées dans le compartiment périphérique, après correction de ces
dernières. Ces observations suggèrent que la redistribution du RMF dans l’espace
vasculaire est compensé par l’efflux intracellulaire, ce qui n’est pas le cas pour des
molécules hydrophiles.
L’hydrolyse tissulaire a d’autant plus d’impact pour des médicaments tels que les
bloqueurs neuromusculaires dont le site d’action relève du compartiment périphérique.
L’estimation de la EC50 pourrait être biaisée si les corrections appropriées ne sont pas
apportées, notamment le pourcentage d’extraction tissulaire et la fraction libre.
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C 4. Conclusion générale
Ce travail a permis de lever le voile sur l’équilibre de distribution du RtvW utilisé comme
un modèle pour représenter les molécules soumises à une extraction tissulaire. Pour ce
faire, une méthode analytique a été développée afin de doser simultanément le RMF et son
métabolite dans le plasma. Ainsi, l’analyse PK-PD du RMF est plus robuste puisqu’on
considère que seules les concentrations libres plasmatiques rejoignent la biophase. De plus,
nous avons réussi à adapter les conditions de microdialyse pour le monitorage quantitatif du
RMF. En effet, l’importante hydrolyse enzymatique de ce dernier dans le muscle
représentait un réel défi pour la calibration des sondes in vivo. Enfin, nous avons démontré
qu’en calculant la puissance dans la bande de fréquence thêta, paramètre encore peu utilisé
pour l’analyse des tracés EEG bruts, nous avons réussi à distinguer l’effet du RMF de celui
du pentobarbital. Bien que très fiables, chacune des méthodes mises au point pourrait être
raffinée dans les expériences futures. Ainsi, on pourrait envisager une méthode analytique
plus sensible qui utiliserait la spectrométrie de masse. De plus, en sélectionnant un
calibrateur approprié il serait possible de développer une méthode de rétrodialyse combinée
pour la calibration des sondes de microdialyse in vivo. Enfin, la mesure de l’EEG chez des
chiens conscients ou anesthésiés à 1’ isoflurane devrait assurer des conditions anesthésiques
plus stables et une analyse PK-PD plus robuste.
Les résultats de ces travaux confirment l’importance du site d’échantillonnage lorsqu’on
détermine des paramètres tels que la EC50 ou la clairance pour des médicaments soumis à
une extraction tissulaire dans la biophase etlou dans le compartiment périphérique. Ils
démontrent qu’à l’équilibre, les concentrations veineuses reflètent plus exactement les
concentrations réelles mesurées dans le liquide céphalorachidien et le liquide interstitiel
musculaire. Cependant, d’un point de vue pharmacodynamique, les concentrations
artérielles décrivent mieux l’installation de l’effet d’un médicament. Par conséquent, nous
préconisons d’appliquer un facteur de correction tenant compte de l’extraction tissulaire, de
la fraction plasmatique libre et du coefficient de partage cellulaire afm d’estimer les
«vraies » concentrations dans la biophase sur la base de prélèvements artériels. D’un point
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(E de vue pharmacocinétique, les modèles tenant compte de l’élimination périphérique
donnent en effet, un meilleur estimé du volume de distribution à l’équilibre qui reflète
davantage la distribution intracellulaire du RMF. Cependant, leur principale faiblesse
repose sur le fait que quelle que soit la valeur attribuée à k20, les concentrations
périphériques dérivées demeurent inchangées. Toutefois, en corrigeant ces dernières par
l’extraction tissulaire et la fraction plasmatique libre, on est en mesure de prédire
exactement les concentrations interstitielles musculaires. Ainsi, nous démontrons qu’il est
possible de contourner le problème lié au site d’échantillonnage pour dériver les
concentrations dans le compartiment effet lorsque le médicament est hydrolysé dans la
biophase. De plus, nous remédions à la principale faiblesse inhérente à l’analyse
compartimentale, en corrigeant les concentrations périphériques dérivées sur la base de
prélèvements artériels, lorsqu’un médicament est soumis à une extraction tissulaire.
Bien que les modèles pharmacocinétiques artériels tenant compte de l’élimination
périphérique demeurent les plus adéquats pour modéliser le devenir de médicaments tels
que le RMF, il n’est pas toujours trivial d’attribuer une valeur à la constante d’élimination
périphérique k20. En somme, aucun modèle pharmacocinétique en particulier n’est tout à
fait idéal pour modéliser le devenir de médicaments soumis à une élimination dans le
compartiment périphérique. À la lumière de ce qu’on a décrit, il est primordial de connaître
ses objectifs afin de faire un choix éclairé concernant le site d’échantillonnage et le type de
modèle pharmacocinétique et éventuellement d’apporter les corrections nécessaires. Une
approche de modélisation physiologique devrait probablement être envisagée pour éviter
les limites intrinsèques à l’approche compartimentale dans le cas de médicaments soumis à
une élimination indépendante des principaux organes de métabolisme.
Pour les anesthésiologistes l’introduction du RMF facilite le titrage de l’effet analgésique
pendant l’intervention chirurgicale. Cependant, l’apparition d’une hyperalgésie post
opératoire reliée directement aux doses importantes ou prolongées d’opioïdes, démontre
que la compréhension de la pharmacocinétique et de la pharmacodynamie des nouvelles
molécules d’action ultracourte demeure plus que jamais essentielle pour un dosage optimal.
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Dans cette optique, les résultats de nos travaux ouvrent des voies clef pour la recherche
clinique. Par ailleurs, ils coïncident avec l’avènement des nouveaux systèmes informatisés
reliés aux pompes d’infusion pour contrôler l’administration des médicaments et cibler les
concentrations dans le compartiment effet. Il serait intéressant d’utiliser de tels systèmes
pour valider la performance prédictive de notre approche. Dans ce cas, l’estimation des
paramètres pharmacocinétiques du RMF pourrait provenir d’une approche de population à
effets mixtes qui utilise des équations compartimentales avec élimination périphérique en
vue de tester des valeurs de population minimales et maximales tout en individualisant le
dosage complexe du RMF.
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Discrimination entre les modèles pharmacocinétiques
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GModèle à un compartiment après un bolus
(Résultats WinNonhin)
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Input File: Workbook
- [Untitiedi]
Date: 03/11/2005
Time: 19:09:36
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN (V4.0.l)
Listing of input commands
MODEL 1
NVARIABLES 2
NPOINTS 1000
XNUMBER 1
YNUNBER 2
NCONSTANTS 3
CONSTANTS 1,4035000,0
METHOD 2 Gauss-Newton (Levenberg and Hartley)
REWEIGHT -l
ITERATIONS 50
MISSING ‘Missing
DATA ‘WINNLIN.DAT’
BEGIN
Computation of initial estimates completed.
Tlie following default parameter boundaries were generated.
Parameter Lower Sound Upper Sound
V 0.000 0.1118E+05
F10 0.000 0.8707
Date: 03/11/2005
Time: 19:09:36
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
ITERATION WEIGHTEDSS V F10
0 78401.6 1118. 0.8707E-01
RANK = 2 CONDITION NO. = 2.455
1 14883.9 287.2 0.9355E-01
RANK = 2 CONDITION NO. = 2.610
2 9461.98 251.3 0.1476
RANK = 2 CONDITION NO. = 2.770
UNIVARIATE SEARCH CA.NNOT REDUCE THE RESIDUAL SS
2 9461.98 251.3 0.1476
Date: 03/11/2005
Time: 19:09:36
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
PARAMETER UNITS ESTIMATE STANDARD ERROR CV%
UNIVARCILOW UN IVARCIUPP PLANARCILOW PLANARCIUPP
V
— 251.334442 84.765093 33.73
50.895239 451.773645 -26.014158 528.683042
*** VARIANCE - COVARIANCE MATRIX 0F THE ESTIMATES
7185.12
-2.72643
CORRELATION MATRIX 0F THE ESTIMATES
PARAMETER V RiO
V 1.00000
-0.737706
EIGENVALUES 0F (Var
- Ccv) MATRIX
NUNBER EIGENVALUE
1 0.1560E+07
2 0.1881
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
SUMMARY 0F NONLINEAR ESTIMATION ***
FUNCTION 1
Date: 03/11/2005
Time: 19:09:36
K10 - 0.147624
0.044524 0.250725 0.004964
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
0.290285
0.043601 29.53
Date:
Time:
03/11/2005
19:09:36
PARN4ETER V
V
Ki O
Ki O
0.190103E-02
K10 1.00000
C
G
X OB5ERVED PREDICTED RESIDUAL WEIGHT SE-PRED STANDARDIZED
Y Y RESIDUAL
2.000 0.1833E+05 0.1195E+05 6380. 0.8371E-04 3334. 2.844
5.000 3613. 7674.
-4061. 0.1304E-03 1762. -1.507
10.00 1320. 3668. -2348. 0.2730E-03 1080. -1.207
15.00 605.8 1754.
-1148. 0.5716E-03 814.2 -0.8797
O 20.00 293.9 838.2 -544.3 0.1197E-02 555.4 -0.600630.00 97.30 191.5 -94.22 0.5244E-02 207.1 -0.203345.00 26.10 20.92 5.181 0.4812E-01 36.04 0.3166E-01
Condition number= 2880.
60.00 19.30 2.285 17.02 0.4416 8.410 0.3090
80.00 11.70 0.1193 11.58 8.483 0.3851 0.9178
CORRECTED SUM 0F SQUARED OBSERVATIONS = O.285547E+09
WEIGHTED CORRECTED SUN 0F SQUARED OBSERVATIONS = 30611.9
SUM 0F SQUARED RESIDUAIS = 0.643351E+08
SUM 0F WEIGHTED SQUARED RESIDUALS = 9484.20
S = 36.8088 WITH 7 DEGREES 0F FREEDOM
CORRELATION f OBSERVED, PREDICTED) = 0.9019
AIC criteria = 86.41644
SBC criteria = 86.81089
Date: 03/11/2005
Time: 19:09:37
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRNVI
SUMMARY 0F ESTIMATED SECONDARY PARANETERS
PAPAMETER UNITS ESTIMATE STARDARDERROR CV%
AUC 108751.173019 25248.707220 23.22
K1OHL 4.695349 1.385386 29.51
Cmax 16054.305855 5409.068602 33.69
CL 37.103048 8.622811 23.24
AUMC 736675.739199 302128.319854 41.01
MRT 6.773957 1.998689 29.51
Vss 251.334442 84.765093 33.73
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oModèle à deux compartiments après un bolus
(Résultats WinNonhin)
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Input File: Workbook
- [Untitiedi]
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN f V4.0.1)
Listing of input commands
MODEL 8
NVARIABLES 2
NPOINTS 1000
XNUMBER 1
YNUMBER 2
NCONSTANTS 4
CONSTANTS 4035000,1,4035000,0
METHOD 2 ‘Gauss-Newton tlevenberg and Hartley)
REWEIGHT -1
ITEPATIONS 50
MISSING ‘Missing’
DATA WINNLIN.DAT’
BEGIN
Computation of initial estimates completed.
The following default parameter boundaries were generated.
Parameter Lower Bound Upper Bound
A 0.000 0.5955E+06
3 0.000 0.1276E÷05
Alpha 0.000 6.213
Sets 0.000 0.6775
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAI4
ITERATION WEIGHTEDSS A B Alpha Beta
0 499.002 0.5955E÷05 1276. 0.6213 0.6775E-01
RANK = 4 CONDITION NO. = 16.63
1 250.608 0.6053E+05 2111. 0.6469 0.8988E-01
RANK = 4 CONDITION NO. = 18.60
2 234.662 0.6176E+05 2408. 0.6645 0.9521E-0l
RANK = 4 CONDITION NO. = 18.96
3 234.157 0.62l4E÷05 2481. 0.6693 0.9640E-01
RANK = 4 CONDITION NO. = 19.03
UNIVARIATE SEARCE CANNOT REDUCE TEE RESIDUAL SS
3 234.157 0.6214E+05 2481. 0.6693 0.9640E-01
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRA4
*** WARNING ***
VARIANCE
- COVARIANCE MATRIX IS NOT 0F FULL RANK OR
IS ILL-CONDITIONED. PARANETER ESTIMATES AND THEIR
ASSOCIATED STANDARD ERRORS SHOULD 3E INTERPRETED
WITH CAUTION.
PARAMETER UNITS ESTIMATE STANDARD ERROR CV%
UNIVARCILOW UNIVARCIUPP PLANARCILOW PLANARCIUPP
A
- 62138.601034 10161.789695 16.35
37273.579453 87003.622615 18114.286244 106162.915825
B 2480.539478 901.764189 36.35
274.000405 4687.078552 -1426.208419 6387.287375
Alpha 0.669312 0.083882 12.63
0.464062 0.874563 0.305909 1.032716
3eta 0.096395 0.020055 20.81
0.047322 0.145468 0.009510 0.183281
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN
*** VARIANCE
- COVARIANCE MATRIX 0F THE ESTIMATES ***
PARANETER A B Alpha BeLa
A 0.103262E+09
B 0.420507E+07 813179.
Alpha 786.097 51.7949 0.703612E-02
Beta 72.2987 16.4748 0.939876E-03 0.402207E-03
CORRELATION MATRIX 0F THE ESTIMATES
PARANETER A B Alpha Beta
A 1.00000
3 0.458892 1.00000
Alpha 0.922230 0.684743 1.00000
BeLa 0.354761 0.910964 0.558700 1.00000
*** EIGENVALUES 0F f Var
- Ccv) MATRIX
MJMBER EIGENVALUE
1 0.6061E+06
2 0.8786E+05
3 0.6090E-04
4 0.3773E-06
Condition number= 0. 1267E÷07
WINN0NLIN NONIINEAR ESTIMATION PROGRAM
SUMMARY 0F NONLINEAR ESTIMATION ***
FUNCTION 1
CORRECTED 513M 0F SQUARED OBSERVATIONS = 0.285547E+09
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
WEIGHTED CORRECTED SUM 0F SQUARED OBSERVATIONS = 24304.5
SIJM 0F SQUARED RESIDUALS = 106351.
SUM 0F WEIGHTED SQUARED RESIDUALS 235.184
S = 6.26078 WITH 6 DEGREES 0F FREEDOM
CORRELATION f OBSERVED, PREDICTED) = 0.9998
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN
SUMMARY 0F ESTIMATED SECONDARY PARAMETERS
Date: 03/11/2005
Time: 19:12:07
CV%
6.44
10.99
12.52
20.78
11.00
24 .02
22.89
16.41
16.40
6 .43
11.82
12 .44
X OBSERVED PREDICTED RESIDUAL WEIGHT SE-PRED STANDARDIZED
Y Y RESIDUAL
2.000 0.1833E÷05 0.1834E÷05 -8.701 0.5453E-04 845.8 -0.5343
5.000 3613. 3719.
-106.5 0.2689E-03 378.8 -2.653
10.00 1320. 1023. 297.0 0.9783E-03 154.1 2.337
15.00 605.8 586.9 18.85 0.1706E-02 87.68 0.1530
20.00 293.9 360.9 -67.00 0.2776E-02 59.62 -0.6537
30.00 97.30 137.6 -40.30 0.7288E-02 42.51 -0.6767
45.00 26.10 32.41 -6.309 0.3099E-01 19.11 -0.2110
60.00 19.30 7.633 11.67 0.1318 6.737 0.7367
80.00 11.70 1.110 10.59 0.9076 1.418 1.654
AIC criteria =
SEC criteria =
57.14333
57.93223
PARAIvIETER UNITS ESTIMATE STANDARD ERROR
AUC 118672.444417 7639.819758
K10 HI 1.271886 0.139739
Alpha HI 1.035611 0.129658
BetaHL 7.190675 1.494529
K10 0.544976 0.059924
Ki2 0.102344 0.024580
K21 0.118388 0.027103
Cmax 64619.140513 10605.908636
Vi 62.442799 10.239283
CL 34.029829 2.187204
AUMC 405661.505366 47959.568648
MRT 3.421212 0.425560
GVss 116.423269 18.486682 15.88
V2 53.980470 11.787860 21.84
CLD2 6.390635 1.061020 16.60
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Input File: Workbook
- [Untitiedi]
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN (V4.0.1)
Listing cf input commands
MODEL 18
NVARIABLES 2
NPOINTS 1000
XNUMBER 1
YNUMBER 2
NCONSTANTS 4
CONSTANTS 4400000,1,4400000,0
METHOD 2 ‘Gauss-Newton (Levenberg and Hartley)
ITERATIONS 50
MISSING ‘Missing’
DATA ‘WINNLIN.DAT’
BEGIN
Computation 0f initial estimates completed.
The following default parameter boundaries were generated.
Parameter Lower Sound Upper Sound
A 0.000 0.1014E+07
3 0.000 0.6661E+05
C 0.000 1286.
Alpha 0.000 10.11
Beta 0.000 1.696
Gamma 0.000 0.3164
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
ITERATION WEIGHTEDSS A 3 C Alpha Beta Gamma0 2907.80 0.lOl4E÷06 6661. 128.6 1.011 0.16960.3164E-01
RANK = 6 CONDITION NO. = 3049.
1 93.5949 0.1O1OE+06 6617. 152.3 1.007 0.16990.3625E-01
RANK = 6 CONDITION NO. = 3378.
2 91.8861 0.1012E÷06 6628. 160.8 1.008 0.17050.3718E-01
RANK = E CONDITION NO. = 3383.
3 91.8371 0.1013E+06 6632. 162.7 1.009 0.17060.3745E-01
RANK = E CONDITION NO. = 3397.
CONVERGENCE ACSIEVED
RELATIVE CHANGE IN WEIGHTED SUM 0F SQUARES LESS THAN 0.000100O 3 91.8368 0.1013E+06 6632. 162.8 1.009 0.17070.3746E-01
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
WARNING ***
VARIANCE
- COVARIANCE MATRIX IS NOT 0F FULL RANK OR
IS ILL-CONDITIONED. PARN4ETER ESTIMATES AND THEIR
ASSOCIATED STANDARD ERRORS SHOULD BE INTERPRETED
WITS CAUTION.
PARANETER UNITS ESTIMATE STANDARD ERROR CV%
UNIVAR CI 10W UNIVARCIUP? PLANARCILOW PLANAR CI U??
A 101303.075649 3565.182185 3.52
91404.676955 111201.474344 79744.538586 122861.612713
3 6632.431068 197.710545 2.98
6083.506019 7181.356116 5436.882033 7827.980103
C 162.788825 69.304061 42.57
29.627493 355.205143 -256.290508 581.868158
Alpha 1.009036 0.022666 2.25
0.946106 1.071967 0.871975 1.146097
Beta 0.170650 0.005492 3.22
0.155401 0.185899 0.137439 0.203862
Gamma 0.037464 0.009409 25.12
0.011340 0.063587
-0.019433 0.094361
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAIVI
*** VARIANCE
- COVARIANCE MATRIX 0F TEE ESTIMATES
PARANETER A 3 C Alpha BetaGamma
A 0.127105E+08
3 689840. 39089.5
C 175804. 9523.87 4803.05
Alpha 80.7054 4.41222 1.15503 0.513751E-03
Beta 17.5228 0.985149 0.353138 0.113724E-03
O .30165lE-04
Gamma 20.7445 1.08324 0.633422 0.136684E-03
0.436109E-04 0.885326E-04
NUMBER
1
2
3
4
s
6
EIGENVALUE
0. 9446E+09
0 .3067E+09
0. 7375E÷07
0.1396E-01
0. 9681E-02
0 .1801E-05
Condition number=
1.00000
0.695064
0.984580
0.907235
0.582295 0.971366
0. 2290E+08
1.00000
0.913535
0.640897
WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAN
SUMMARY 0F NONLINEAR ESTIMATION ***
FUNCTION 1
C0RRECTED SUN 0F SQUARED OBSERVATIONS = 0.285547E-1-09
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53
WEIGHTED CORRECTED SUM 0F SQUARED OBSERVATIONS = 0.285547E-l-09
SIJM 0F SQUARED RESIDUALS = 91.8368
SUM 0F WEIGHTED SQUARED RESIDUALS = 91.8368
S = 4.79157 WITH 4 DEGREES 0F FREEDOM
CORRELATION MATRIX 0F
PARAMETER A
Gamma
THE ESTIMATES **
B C
A 1.00000
B 0.978671
C 0.711522
Alpha 0.998722
Beta 0.894892
1.00000
Gamma 0.618399
0.843901 1.00000
Alpha Beta
1.00000
0.735289
0.927756
EIGENVALUES 0F (Var
- Cov) MATRIX
X OBSERVED PREDICTED RESIDUAL WEIGHT SE-PRED STANDARDIZED
RESIDUAL2.000 0.1833E+05 0.1833E+05 0.6713E-03 1.000 4.792 2.756
5.000 3613. 3613. -0.1416E-02 1.000 4.792 -0.1737
10.00 1320. 1320. 0.9101E-0l 1.000 4.765 0.1816
15.00 605.8 605.7 0.1230 1.000 4.105 0.4976E-01
20.00 293.9 295.4
-1.538 1.000 3.253 -0.4372
30.00 97.30 92.56 4.737 1.000 3.892 1.695
45.00 26.10 33.23 -7.128 1.000 2.896 -1.867
60.00 19.30 17.43 1.868 1.000 3.150 0.5173
80.00 11.70 8.136 3.564 1.000 2.871 0.9289
C
CORRELATION (OBSERVED,PREDICTED) = 1.000
AIC criteria = 52.68011
SBC criteria = 53.86346
Date: 03/29/2005
Time: 08:21:53WINNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM
SUNMARY 0F ESTIMATED SECONDARY PARAMETERS
PARAMETER UNITS ESTIMATE STANDARD ERROR CV%Cmax
— 108098.295542 3808.510466 3.52Vi 40.703695 1.432808 3.52
1(21 0.222500 0.006362 2.861(31 0.038517 0.009814 25.48
1(10 0.752738 0.016406 2.18K12 0.184338 0.003253 1.761(13 0.019058 0.003089 16.211(10 ML 0.920834 0.020054 2.18Alpha ML 0.686940 0.015415 2.24
BetaML 4.061802 0.130596 3.22Gamma_ML 18.501823 4.642170 25.09AUC 143606.749164 1953.955995 1.36CL 30.639228 0.415890 1.36AUMC 443232.445071 21031.189441 4.74NRT 3.086432 0.163687 5.30Vss 94.565891 5.783845 6.12V2 33.722367 1.749864 5.19CLD2 7.503221 0.176818 2.36V3 20.139829 3.636968 18.06CLD3 0.775723 0.105008 13.54
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GANNEXE III
Modélisation Pharmacocinétique
Données observées / prédites
Graphiques des résiduelles en fonction du temps
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ANNEXE IV
Modélisation Pharmacodynamique
Données observées / prédites
Graphiques des résiduelles en fonction du temps
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Statistiques Descriptives et Erreur Standard liée aux Paramètres PIC et PD
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